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1. Einleitung 
 
1.1 Genomisches Imprinting 
 
Genomisches Imprinting bzw. genomische Prägung bezeichnet einen epigenetischen Prozess, 
bei dem bestimmte Chromosomenabschnitte durch die männliche und weibliche Keimbahn 
spezifisch markiert werden, so dass in somatischen Zellen entweder nur das väterliche oder 
das mütterliche Allel eines Gens aktiv ist (Reik, 1989; Reik und Walter, 2001). Die beiden 
elterlichen Genome sind somit funktionell nicht gleichwertig. Transplantationsexperimente 
von Vorkernen in Mauszygoten zeigten, dass bei Säugetieren für die normale 
Embryonalentwicklung sowohl ein väterliches als auch ein mütterliches Genom benötigt wird 
(Surani et al., 1984; McGrath und Solter; 1984; Barton et al., 1984). Bei einem diploiden 
maternalen Chromosomensatz (gynogenetisch) wird zwar ein Embryo gebildet, jedoch ist 
extraembryonales Gewebe kaum vorhanden. Zum umgekehrten Effekt kommt es bei einem 
diploiden paternalen Chromosomensatz (androgenetisch). Das Trophoblastengewebe wird 
stark ausgebildet, der Embryo jedoch ist stark retardiert und stirbt einige Tage nach der 
Implantation. Ähnliche Phänomene gibt es auch beim Menschen. Blasenmole sind 
Plazentafehlbildungen und haben einen diploiden paternalen Chromosomensatz. Es kommt zu 
einer bläschenförmigen Entartung der Chorionzotten der Plazenta. Das Trophoblastengewebe 
ist stark vergrößert, jedoch entwickelt sich kein Embryoblast. Hingegen enthalten benigne 
Ovarialteratome einen maternalen diploiden Chromosomensatz. In ihnen findet sich Gewebe 
aller drei Keimblätter, das Plazentagewebe jedoch fehlt (Hall, 1990).  
 
Im Tierreich hat man das Phänomen der genomischen Prägung bisher nur bei Plazentatieren 
(Eutheria) und Beutelsäugern (Metatheria) gefunden, nicht jedoch bei eierlegenden 
Säugetieren (Protheria). Die meistdiskutierte Hypothese zur Evolution der genomischen 
Prägung ist die Geschlechterkonflikthypothese (Moore und Haig, 1991). Sie besagt, dass 
Imprintingmechanismen entwickelt wurden, um die unterschiedlichen elterlichen Interessen 
bezüglich der Bereitstellung von maternalen Ressourcen für den Fötus zu regulieren. 
Väterlich exprimierte Gene tendieren dazu das Embryowachstum auf Kosten der Mutter zu 
steigern, wohingegen mütterlich exprimierte Gene das Embryowachstum begrenzen, um 
Ressourcen für weitere Schwangerschaften (eventuell mit anderen Vätern) zu erhalten. In 
Mäusen z. B. wird der Wachstumsfaktor Igf2 (insulin-like growth factor 2) paternal 
exprimiert (DeChiara et al., 1991), wohingegen der Wachstumsinhibitor Igf2r (insulin-like 
Einleitung  2 
growth factor 2 receptor) maternal exprimiert wird (Barlow et al., 1991). Schätzungsweise 
unterliegen 100 - 200 der etwa 25.000 Gene des Menschen dem genomischen Imprinting. Bei 
der Maus sind inzwischen etwa 80 geprägte Gene bekannt, beim Menschen etwa 50 
(http://www.mgu.har.mrc.ac.uk/research/imprinting/imprin-viewdatagenes.html; 
http://www.geneimprint.com/site/genes-by-species). 
Eine Besonderheit von geprägten Genen ist, dass sie häufig in Clustern auftreten (Reik und 
Maher, 1997; Reik und Walter, 2001). Die Expression der Gene in der kompletten geprägten 
Domäne wird von bestimmten Regulationselementen, den so genannten Imprinting Centern, 
reguliert. Ein weiteres Merkmal geprägter Gene ist ihr asynchrones Replikationsverhalten. 
Die beiden elterlichen Allele in geprägten Regionen werden asynchron in der S-Phase des 
Zellzyklus repliziert, wobei das paternale Allel in der Regel früher repliziert wird als das 
maternale (Kitsberg et al., 1993; Knoll et al., 1994). Diese asynchrone Replikation ist 
unabhängig von der Genexpression. Gene, die auf dem gleichen elterlichen Allel liegen 
werden gleichzeitig repliziert, auch wenn sie von den entgegengesetzten elterlichen Allelen 
exprimiert werden. Dieses asynchrone Replikationsmuster wird in den Gameten etabliert und 
während der gesamten Entwicklung aufrechterhalten (Simon et al., 1999). 
 
Uniparentale Disomien (UPD, siehe auch 1.2.1) bei der Maus wiesen auf 
Chromosomen(abschnitte) hin, die dem genomischen Imprinting unterliegen (Cattanach und 
Kirk, 1985). Eine UPD liegt vor, wenn zwei homologe Chromosomen denselben elterlichen 
Ursprung haben. Bei der Maus führen UPDs bestimmter Chromosomenpaare abhängig vom 
elterlichen Ursprung zu einem auffälligen Phänotyp. Mausembryonen mit einer maternalen 
UPD 11 sind kleiner als ihre Geschwister aus dem gleichen Wurf, während Mausembryonen 
mit einer paternalen UPD 11 größer als ihre Geschwister sind. 
Auch beim Menschen sind phänotypische Auffälligkeiten für eine maternale UPD 7, 14 und 
15 sowie eine paternale UPD 6, 11, 14 und 15 beschrieben worden.  Eine paternale UPD 6 ist 
mit Transientem Neonatalen Diabetes Mellitus (TNDM) assoziiert (Temple et al., 1995; 
Arima et al., 2001). Eine maternale UPD 7 führt zum Silver-Russel-Syndrom (Kotzot et al., 
1995) und eine paternale UPD 11 zum Beckwith-Wiedemann-Syndrom (Henry et al., 1991; 
Slatter et al., 1994; Weksberg et al., 2003). Bei Patienten mit einer maternalen UPD 14 
kommt es zu einer prä- und postnatalen Wachstumsretardierung und einer vorzeitigen 
Pubertät. Häufig findet man eine muskuläre Hypotonie, eine milde faziale Dysmorphie und 
eine motorische Entwicklungsverzögerung (Kotzot, 2004). Eine paternale UPD 14 hingegen 
führt zu einer schweren mentalen Retardierung und Muskel- und Skelettauffälligkeiten 
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(Cotter et al., 1997; Kurosawa et al., 2002). Eine maternale UPD 15 führt zum Prader-Willi-
Syndrom (Nicholls et al., 1989), während eine paternale UPD 15 das Angelman-Syndrom 
verursacht (Malcolm et al., 1991; Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 1997). 
  
Geprägte Gene weisen allelspezifische Chromatinmodifikationen auf. Ein Allel liegt in einer 
euchromatischen, transkriptionell aktiven Konfiguration vor, das andere Allel in einer 
heterochromatischen, transkriptionell inaktiven. Verursacht werden diese 
Chromatinunterschiede durch DNA Methylierung an Cytosinen und Histonmodifikationen 
(hauptsächlich Acetylierungs- und Methylierungsunterschiede an spezifischen Lysinen der 
Histone H3 und H4). 
Die DNA Methylierung scheint eine Schlüsselrolle bei der Regulation der Expression 
geprägter Gene zu spielen. Die große Mehrheit geprägter Gene weist Unterschiede in der 
DNA Methylierung zwischen den elterlichen Allelen in bestimmten Regionen auf, die man als 
„differentiell methylierte Regionen“ (DMRs) bezeichnet. Bei der DNA Methylierung wird an 
das 5´-Kohlenstoffatom des Cytosinrestes in Cytosin-Phospho-Guanin-Dinukleotiden (CpGs) 
eine Methylgruppe angehängt, so dass ein 5-Methylcytosin entsteht. S-Adenosylmethionin 
dient hierbei als Methylgruppendonor. Die somatischen Genome sind in der Regel global 
methyliert. Eine Ausnahme bilden CpG-Inseln im 5´-Bereich von Haushaltsgenen und einigen 
gewebsspezifischen Genen. Diese sind typischerweise unmethyliert. Die ursprüngliche 
Definition für eine CpG-Insel stammt von Gardiner-Garden und Frommer (1987) und 
definiert CpG-Inseln als Bereiche, die mindestens 200 bp groß sind, deren GC Gehalt 
mindestens 50% ist und der Quotient der beobachteten CpGs im Vergleich zu den erwarteten 
CpGs (CpGobs/CpGexp) über 0,6 liegt. Mittlerweile gibt es aber stringentere Definitionen. 
Takai und Jones (2002) z. B. schlagen Kriterien von 500 bp, einen GC Gehalt von mindestens 
55% und CpGobs/CpGexp von mindestens 0,65 vor. Mit dieser Definition kann man 
ausschließen, dass die Mehrzahl der Alu Repeats, die einen hohen GC Gehalt und ein hohes 
CpGobs/CpGexp Verhältnis haben, mit erfasst wird. 
Die Methylierungsmuster in somatischen Zellen sind in der Regel stabil und werden bei der 
Zellteilung weitervererbt. Im Gegensatz dazu finden während der Keimzell- und der 
Embryonalentwicklung dramatische Änderungen des DNA-Methylierungsmusters statt (Abb. 
1.1) In den primordialen Keimzellen, die zunächst hochmethyliert sind, kommt es zu einer 
globalen Demethylierung, wodurch am Tag 10,5 – 11,5 in der Embryonalphase der Maus die 
elterliche Prägung ausradiert wird. Ob die Demethylierung aktiv oder passiv erfolgt ist nicht 
bekannt. Während der Oogenese und der Spermatogenese erfolgt dann eine de novo 
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Methylierung, wobei auch die DNA-Methylierungs-Imprints etabliert werden. Bei den 
geprägten Genen erfolgt die DNA Methylierung durch die de novo Methyltransferase Dnmt3a 
und dem assoziierten Protein Dnmt3L (Bourc’his et al., 2001; Kaneda et al., 2004). Dnmt3L 
selbst besitzt keine Enzymaktivität, ist aber notwendig für die Etablierung von 
Methylierungsmustern in der weiblichen Keimbahn (Bourc´his et al., 2001; Hata et al., 2002). 
Schon kurz nach der Fertilisation findet eine erneute Demethylierung statt, wobei die 
Methylierungs-Imprints geprägter Gene jedoch bestehen bleiben. Das paternale Genom wird 
aktiv demethyliert (Mayer et al., 2000; Oswald et al., 2000), wobei der zugrunde liegende 
Mechanismus bzw. die zugrunde liegende enzymatische Aktivität bisher nicht bekannt ist. 
Das maternale Genom wird ab dem Zweizellstadium durch einen replikationsabhängigen 
Mechanismus graduell passiv demethyliert (Howlett und Reik, 1991; Rougier et al., 1998). 
Mit jeder Zellteilung geht die Hälfte der Methylierung verloren, da die Methyltransferase 
Dnmt1, die für die Aufrechterhaltung der Methylierung zuständig ist, aus dem Nukleus 
ausgeschlossen ist (Carlson et al., 1992). Im 16-32-Zellstadium sind paternales und 
maternales Genom gleichermaßen und maximal demethyliert. Im Blastozystenstadium der 
Maus findet dann eine de novo Methylierung der nicht geprägten Gene durch die 
Methyltransferasen Dnmt3a und Dnmt3b statt. Der Umfang der Methylierung unterscheidet 
sich jedoch bei den verschiedenen Zellentwicklungslinien. Die embryonalen Zelllinien 
werden stärker methyliert als die extraembryonalen. Während der Embryoentwicklung wird 
die Methylierung der geprägten Gene im 8-Zell-Stadium durch die Methyltransferase Dnmt1o 
(die Oozyten-spezifische Form von Dnmt1) (Howell et al., 2001) und danach durch die 








































Abb. 1.1: Reprogrammierung der Methylierungsmuster in der Keimbahn (A) und im Embryo (B). Blau, 
paternales Genom; rot, maternales Genom; gestrichelte Linie, geprägte Gene; EM, embryonales Gewebe; EX, 
extraembryonales Gewebe (modifiziert aus Reik et al., 2001). 
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Neben der DNA Methylierung spielen auch andere Faktoren, wie Histonmodifikationen, eine 
Rolle bei der Expression geprägter Gene. Die wichtigsten Modifikationen sind Methylierung 
und Acetylierung der Histone H3 und H4. So ist z. B. die Methylierung von Lysin 4 im 
Histon 3 (H3K4) mit einer aktiven Genexpression assoziiert, während die Methylierung von 
H3K9, H3K27 und H4K20 mit einer Repression assoziiert ist. Eine Acetylierung von H3K9 
ist mit einer Aktivierung der Genexpression assoziiert (Jenuwein und Allis, 2001; Kouzarides, 
2007).  
Die Prozesse der DNA Methylierung und Histonmodifikation sind jedoch eng miteinander 
verbunden. Es gibt verschiedene Methyl-CpG-bindende Proteine (MECPs), die spezifisch an 
methylierte CpGs binden und eine Repression der Genexpression bewirken. Bisher sind sechs 
solcher Proteine identifiziert worden: MECP2, MBD1, MBD2, MBD3, MBD4 und Kaiso. 
MECP2 z. B. bildet einen Komplex mit Histondeacetylasen und Sin3A, einem Co-Repressor-
Protein (Nan et al., 1998; Jones et al., 1998). Durch die Deacetylierung der Histone kommt es 
zu einer geschlossenen Chromatinstruktur und der Repression der Transkription. MECP2 ist 
aber auch mit einer Histon-Methylierung assoziiert. Für das Gen H19 konnte gezeigt werden, 
dass das Entfernen der Acetylgruppe des Lysin 9 im Histon 3 (H3K9) zu einer Methylierung 
von H3K9 führt (Fuks et al., 2003). Diese Methylierung wiederum ist ein Signal für die 
Rekrutierung von Proteinen wie HP1 (heterochromatin protein 1), die eine Komprimierung 
des Chromatins bewirken und somit eine Repression der Expression (Bannister et al., 2001; 
Lachner et al., 2001). 
Viel häufiger aber wird durch DNA Methylierung die Bindung von Proteinen verhindert. 
CTCF (CCCTC-binding factor), ein 11-Zink-Finger Protein, ist ein wichtiger Regulator  
geprägter Genexpression. CTCF ist ein Chromatin Isolator, der das Genom in unabhängige 
funktionelle Domänen teilt, oder im Falle von geprägten Regionen, den Zugang von 
entfernten Enhancern zu Promotern reguliert. CTCF bindet nur an das unmethylierte Allel, 
wodurch Gene, die durch ein Imprinting Center (IC) reguliert werden, in einer allel-
spezifischen Weise exprimiert werden (Kanduri et al., 2000; Klenova et al., 2002). Dies 
konnte für die Gene H19 und Igf2 gezeigt werden (Abb. 1.2). Das IC liegt zwischen den 
beiden reziprok exprimierten Genen. Es ist differentiell methyliert und kontrolliert den 
Zugang von zwei Enhancer Elementen, die downstream von H19 liegen und von beiden 
Genen genutzt werden. Das maternale IC ist unmethyliert, so dass das Protein CTCF binden 
kann. Es fungiert als Isolator, der die Wechselwirkung zwischen den beiden Enhancern und 
dem Igf2 Promoter verhindert, aber die Wechselwirkung mit dem H19 Promoter zulässt, 
wodurch es zur Expression von H19 kommt. Auf dem paternalen Chromosom verhindert die 
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DNA Methylierung die Bindung des Proteins CTCF, so dass der Enhancer mit dem Igf2 
Promoter interagieren kann und Igf2 exprimiert wird (Hark et al., 2000; Ohlsson et al., 2001; 




Abb. 1.2: Das CTCF Isolator Model für den Igf2/H19 Locus. Blaue Box, paternal exprimiertes Gen; rote Box, 
maternal exprimiertes Gen; schwarze Boxen, stillgelegte Gene; die Pfeile an den Boxen geben die 
Transkriptionsrichtung an; DMR, differentiell methylierte Region; E, Enhancer; schwarz ausgefüllte 
Kreissymbole, Methylierung (modifiziert aus Wood und Oakey, 2006). 
 
 
1.2 Das Prader-Willi-Syndrom und das Angelman-Syndrom 
 
Das Prader-Willi-Syndrom (PWS) und das Angelman-Syndrom (AS) sind zwei distinkte 
neurogenetische Erkrankungen, die durch den Funktionsverlust geprägter Gene in der 
chromosomalen Region 15q11-q13 verursacht werden. Das Prader-Willi-Syndrom tritt mit 
einer Inzidenz von 1/15.000 auf und wurde erstmalig 1956 von A. Prader, A. Labhard und H. 
Willi beschrieben (Prader et al., 1956). Patienten mit PWS zeigen im Neugeborenenalter eine 
ausgeprägte muskuläre Hypotonie, wodurch es zu Fütterungsproblemen und einer verzögerten 
Entwicklung kommt. Im Alter von zwei bis drei Jahren entwickeln sie jedoch eine 
Hyperphagie und eine Adipositas. Weitere Merkmale sind ein Hypogonadismus, Kleinwuchs, 
kleine Hände und Füße und ein typisches Gesicht mit mandelförmigen Augen, einem 
dreieckigen Mund und einer schmalen Stirn (Abb. 1.3). Des Weiteren haben Patienten mit 
PWS eine meist moderate mentale Retardierung und zeigen Verhaltensauffälligkeiten, wie z. 
B. häufige Wutanfälle. Aufgrund der Symptomatik wird eine Störung im Hypothalamus 
vermutet, ein Teil des Zwischenhirns, der wichtige Regulationsvorgänge, wie Wach- und 
Schlafrhythmus, Körpertemperatur, Sexual- und Fortpflanzungsverhalten, Nahrungsaufnahme 
und Fettstoffwechsel koordiniert. Bei einigen Patienten mit PWS wurde eine verminderte 
Wachstumshormonausschüttung festgestellt (Lee et al., 1987; Angulo et al., 1992; Ritzen et 
al., 1992). Durch Behandlung mit Wachstumshormonen kam es nicht nur zu einer Steigerung 
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der Wachstumsrate, sondern auch zu einer Umwandlung von Körperfett zu Muskelmasse, 
bedingt durch die anabole Wirkung des Hormons (Angulo et al., 1992; Kamel et al., 1995; 
Eiholzer et al., 2000; Tauber et al., 2000). 
 
Das Angelman-Syndrom wurde das erste Mal 1965 durch den englischen Kinderarzt H. 
Angelman beschrieben (Angelman, 1965) und tritt mit einer Häufigkeit von 1/20.000 auf. 
Patienten mit Angelman-Syndrom haben eine deutlich verzögerte Entwicklung einschließlich 
einer Ataxie und einer schweren mentalen Retardierung. Sie entwickeln in der Regel keine 
aktive Sprache. Weitere Symptome sind eine Mikrozephalie, spezifische 
Elektroenzephalogramm (EEG) Veränderungen und Krampanfälle (Williams et al., 1995). 
Charakteristisch sind ferner häufige Lachanfälle und ein ausgeprägt freundliches Verhalten, 
weshalb das Syndrom zusammen mit dem durch Ataxie geprägtem Bewegungsmuster früher 
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1.2.1 Molekulargenetische Ursachen des Prader-Willi- und des Angelman-Syndroms  
 
Das Prader-Willi- und das Angelman-Syndrom werden durch einen Funktionsverlust von 
geprägten Genen in der chromosomalen Region 15q11-q13 verursacht (Abb. 1.4). Es gibt 
keine Patienten mit PWS, die einen Einzelgendefekt aufweisen. Es wird daher vermutet, dass 
das Prader-Willi-Syndrom durch Verlust oder Inaktivierung mehrerer paternal exprimierter 
Gene entsteht (contiguous gene syndrome) (Nicholls et al., 1998). Das Angelman-Syndrom 




Abb. 1.4: Schematischer Überblick der chromosomalen Region 15q11-q13. Paternal exprimierte Gene sind als 
blaue Boxen und snoRNA-Gene als blaue Striche dargestellt. Maternal exprimierte Gene sind rot und biallelisch 
exprimierte Gene sind schwarz dargestellt. Gene, die monoallelisch exprimiert werden, bei denen aber unklar ist 
ob sie paternal oder maternal exprimiert werden, sind durch weiße Boxen dargestellt. Die Transkriptionsrichtung 
wird durch Pfeile oberhalb der Gene angezeigt. BP, Bruchpunkt; IC, Imprinting Center; cen, Centromer; tel, 
Telomer. Nicht maßstabsgetreu. 
 
 
Interstitielle de novo Deletionen der Region 15q11-q13 sind die häufigste Ursache für PWS 
oder AS und treten in 70% der Fälle auf. Bei beiden Syndromen ist die gleiche Region 
betroffen, aber bei PWS liegt die Deletion immer auf dem paternalen Chromosom (Butler und 
Palmer, 1983; Knoll et al., 1989) wohingegen bei AS die Deletion immer das maternale 
Chromosom betrifft (Knoll et al., 1989). Bei einer paternalen Deletion kommt es somit zu 
einem Funktionsverlust der paternal exprimierten Gene, bei einer maternalen Deletion zum 
Funktionsverlust der maternal exprimierten Gene. Die Deletionen umfassen ungefähr 5 – 6 
Mb und schließen sowohl die geprägten Gene als auch mehrere Gene, die nicht dem 
Imprinting unterliegen mit ein. Sie sind nur durch eine hochauflösende Chromosomenanalyse 
sichtbar und wurden erstmalig 1981 von Ledbetter et al. bei Patienten mit PWS beschrieben. 
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In der Regel werden zwei verschiedene Klassen von Deletionen unterschieden, Klasse I und 
Klasse II Deletionen. Die Deletionsbruchpunkte liegen geclustert vor. Bei beiden Klassen 
liegen die distalen Bruchpunkte zwischen dem P Gen und dem Marker D15S898 (Bruchpunkt 
Region 3). Bei Klasse I Deletionen, die 30 – 40% der Patienten betreffen, liegt der proximale 
Bruchpunkt centromerisch des Markers D15S541 (Bruchpunkt Region 1). Bei Klasse II 
Deletionen (60 – 70% der Patienten) befindet sich der proximale Bruchpunkt centromerisch 
des Markers D15S543 (Bruchpunkt Region 2) (Knoll et al., 1990; Kuwano et al., 1992; 
Mutirangura et al., 1993; Christian et al., 1995; Christian et al., 1999; Chai et al., 2003). Die 
Bruchpunkte liegen in duplizierten Sequenzabschnitten. Diese können zu ungleichen 
Crossing-Over zwischen zwei homologen Chromosomen 15 (interchromosomal) oder 
zwischen verschiedenen Regionen eines Chromosom 15 (intrachromosomal) während der 
Meiose führen, wodurch es zu den typischen Deletionen kommt (Buiting et al., 1992; Buiting 
et al., 1998a; Amos-Landgraf et al., 1999; Christian et al., 1999; Ji et al., 1999). Das 
Wiederholungsrisiko ist sehr gering, wenn bei den Eltern keine Chromosomenstörung 
vorliegt. 
 
Eine weitere molekulargenetische Ursache für PWS und AS ist eine uniparentale Disomie 
(UPD), das heißt die Patienten haben zwei Chromosomen 15 gleicher elterlicher Herkunft 
(Nicholls et al., 1989; Malcolm et al., 1991). Bei 25 – 30% der Patienten mit PWS findet man 
eine maternale Disomie 15, wodurch es zum Funktionsverlust paternal exprimierter Gene 
kommt. Jedoch liegt nur bei 1–3% der Patienten mit AS eine paternale Disomie vor. Dadurch 
kommt es zum Funktionsverlust maternal exprimierter Gene. Der erste Nachweis einer 
maternalen Disomie erfolgte 1989 durch Nicholls et al., eine paternale Disomie wurde 
erstmals 1991 von Malcom et al. nachgewiesen. Eine UPD entsteht durch Fehler während der 
Meiose (Engel, 1993). Durch eine Fehlverteilung der homologen Chromosomen 15 während 
der weiblichen Meiose I oder Fehlverteilung der zwei Schwesterchromatiden während der 
Meiose II kommt es zu einer disomen Oozyte und einer nullisomen Oozyte. Bei der 
Befruchtung der disomen Oozyte kommt es zu einer trisomen Zygote. Da dies ist mit einer 
normalen Entwicklung nicht vereinbar ist, kann es zu einem Korrekturvorgang, dem 
„Trisomie-Rescue“ kommen, wobei eins der Chromosomen verloren geht. In zwei Dritteln 
der Fälle geht ein maternales Chromosom verloren, was zu einem normalen 
Chromosomensatz führt. In einem Drittel der Fälle geht jedoch das paternale Chromosom 
verloren, wodurch es zu einer maternalen UPD kommt. Fand die Fehlverteilung in der Meiose 
I statt, kommt es zu einer Heterodisomie, fand die Fehlverteilung in der Meiose II statt, liegt 
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eine Isodisomie vor. Zu einer Isodisomie kommt es auch bei der Befruchtung der nullisomen 
Oozyte mit einem normalen Spermium. Es entsteht eine monosome Zygote, in der die 
Monosomie in der frühen Mitose durch eine Duplikation des paternalen Chromosoms 
ausgeglichen werden kann. Diesen Vorgang bezeichnet man als „Monosomie-Rescue“. Durch 
Rekombinationsereignisse vor der Chromosomensegregation besteht das Chromosom aus 
isodisomen und heterodisomen Abschnitten. Das Risiko für eine UPD nimmt mit steigendem 
Alter der Mutter zu (Mascari et al., 1992; Robinson, 2000). 
 
Eine kleine Gruppe der Patienten (ca. 1% bei PWS und 4% bei AS) hat einen Imprinting 
Defekt (ID). Das heißt, die Patienten haben scheinbar normale Chromosomen 15 biparentaler 
Herkunft, jedoch trägt bei Patienten mit PWS das paternale Chromosom eine maternale 
Prägung, während bei Patienten mit AS das maternale Chromosom eine paternale Prägung 
aufweist. Dadurch kommt es zu einem Funktionsverlust der paternal bzw. maternal 
exprimierten Gene. 
In etwa 10% der Patienten mit AS und einem Imprinting Defekt und 15% der Patienten mit 
PWS und einem Imprinting Defekt ist der Fehler auf eine Mikrodeletion im Imprinting Center 
(IC) zurückzuführen (sekundäre Epimutation) (Sutcliffe et al., 1994; Buiting et al., 1995; 
Saitoh et al., 1996; Ohta et al., 1999a; Ohta et al., 1999b; Buiting et al., 2000). Das IC hat 
eine zweigeteilte Struktur und besteht aus zwei kritischen Elementen, dem AS-SRO und dem 
PWS-SRO. Der PWS-SRO ist der kleinste überlappende Deletionsbereich (SRO: „smallest 
region of deletion overlap“) und wurde in PWS Patienten mit ID und IC-Deletionen 
identifiziert. Der PWS-SRO umfasst 4,1 kb (Ohta et al., 1999a; Driscoll and Hui-Jia Dong, 
persönliche Mitteilung) und überlappt mit dem SNURF-SNRPN Promoter und Exon 1. 
Umgekehrt haben IC-Deletionen bei AS Patienten zur Identifizierung des AS-SRO geführt. Er 
umfasst 880 bp (Buiting et al., 1999) und liegt 30 kb upstream des PWS-SRO. Das IC 
reguliert in cis die DNA Methylierung, die Genexpression und die Chromatinstruktur der 
geprägten Region 15q11-q13. Der PWS-SRO wird für die post-zygotische Aufrechterhaltung 
des väterlichen Imprints im frühen Embryo benötigt (Bielinska et al., 2000; El-Maarri et al., 
2001). Deletionen des PWS-SRO haben keinen Effekt, wenn sie durch die weibliche 
Keimbahn transmittiert werden, führen aber zu einem maternalen Imprint auf dem paternalen 
Chromosom, wenn sie vom Vater vererbt werden (Bielinska et al., 2000; El-Maarri et al., 
2001). Der AS-SRO interagiert möglicherweise mit dem PWS-SRO, um den mütterlichen 
Imprint in der weiblichen Keimbahn zu etablieren (Buiting et al., 1995; Dittrich et al., 1996; 
Shemer et al., 2000; Perk et al., 2002; Kantor et al., 2004a; Kantor et al., 2004b). IC-
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Deletionen sind in ca. 50% der Fälle familiär. In einigen Fällen ist die Deletion aber entweder 
de novo oder als Konsequenz eines Keimbahnmosaiks entstanden (Buiting et al., 2003). Bei 
familiären IC-Deletionen besteht ein 50%iges Wiederholungsrisiko. Bei AS Patienten mit 
einem Imprinting Defekt und einer IC-Deletion ist immer nur der AS-SRO deletiert. Bei 
einigen PWS Patienten mit einem Imprinting Defekt und einer IC-Deletion, ist nicht nur der 
PWS-SRO deletiert, sondern zusätzlich auch der AS-SRO (Buiting et al., 1995; 
Schuffenhauer et al., 1996; Ohta et al., 1999a; Bielinska et al., 2000). 
Bei der Mehrheit der Patienten mit einem Imprinting Defekt (85% - 90%), sind die Defekte 
jedoch Epimutationen, die in Abwesenheit von DNA Sequenzänderungen auftreten (primäre 
Epimutation) (Buiting et al., 2003). Bei PWS ist das Chromosom 15, das bei den Patienten 
den Imprinting Defekt trägt, immer von der väterlichen Großmutter (Buiting et al., 2003) 
ererbt. Das weißt darauf hin, dass der großmütterliche Imprint in der väterlichen Keimbahn 
nicht ausradiert und somit weitervererbt wird (Abb. 1.5B). Im Gegensatz dazu ist bei AS das 
Chromosom 15, das bei den Patienten den Imprinting Defekt trägt, sowohl von dem 
mütterlichen Großvater als auch von der mütterlichen Großmutter ererbt. Das weißt darauf 
hin, dass der Imprinting Defekt nach der Ausradierung des elterlichen Imprints auftritt, d. h. 
er resultiert aus einem Fehler bei der Etablierung des Imprints (Abb. 1.5C) oder der 
Aufrechterhaltung des Imprints (Abb. 1.5D). Im Gegensatz zu Patienten mit einer IC-Deletion 
haben einige dieser Patienten das gleiche Chromosom wie ein gesundes Geschwisterkind 
ererbt. Das Wiederholungsrisiko für ein weiteres Kind mit AS oder PWS ist somit sehr 
gering. Ungefähr ein Drittel der Patienten mit AS und einer primären Epimutation hat ein 
somatisches Mosaik, d. h. die Patienten haben eine normale Zelllinie und eine Zelllinie mit 
einem Imprinting Defekt (Nazlican et al., 2004). Zu einem somatischen Mosaik kommt es 
vermutlich durch Fehler bei der Aufrechterhaltung des Imprints. Somatische Mosaike bei 
Patienten mit PWS sind sehr selten. 
 
 








A XY XX B XY XX C XY XX D XY XX
 
 
Abb. 1.5: Genomisches Imprinting und Imprinting Defekte. Zur Vereinfachung sind nur ein Chromosomenpaar 
und der maternale Methylierungsimprint (roter Streifen) dargestellt. (A) In somatischen Zellen trägt das 
maternale Chromosom einen maternalen Imprint. Dieser wird in den primordialen Keimzellen ausradiert, in den 
Oozyten neu etabliert und in der Zygote und im Embryo aufrechterhalten. Imprinting Fehler (durch rote Pfeile 
markiert) können durch Fehler beim Auslöschen (B), bei der Etablierung (C) oder bei der Aufrechterhaltung (D) 
des Imprints entstehen. 
 
 
Etwa 5 - 10% der Patienten mit AS haben auf dem mütterlichen Chromosom eine Mutation 
im UBE3A-Gen (Kishino et al., 1997; Matsuura et al., 1997). Nahezu alle Mutationen führen 
zu einem vorzeitigen Stop-Codon und somit zu einem Funktionsverlust. Familiäre UBE3A 
Mutationen sind mit einem 50%igem Wiederholungsrisiko assoziiert. 
Bei ungefähr 15 - 20% der Patienten mit AS ist der molekulargenetische Defekt ungeklärt. 
 
Bei sechs Patienten mit PWS-Merkmalen wurde eine balancierte Translokation 
nachgewiesen, bei dem ein Translokationsbruchpunkt im SNURF-SNRPN Transkript liegt 
(Schulze et al., 1996; Sun et al., 1996; Conroy et al., 1997; Kuslich et al., 1999; Wirth et al., 
2001; Schüle et al., 2005). 
 
 
1.2.2 Die Gene in der Region 15q11-q13 
 
Die verantwortlichen Gene für PWS und AS liegen eng benachbart in der chromosomalen 
Region 15q11-q13 und unterliegen dem genomischen Imprinting. In der geprägten Region 
liegen mehrere Gene, die nur vom väterlichen Chromosom exprimiert werden, dieses sind 
MAKORIN3 (MKRN3), MAGEL2, NECDIN (NDN), SNURF-SNRPN und mehr als 70 Gene, 
die für kleine nukleoläre RNAs (snoRNAs) kodieren.  
Einleitung  13 
Am weitesten proximal gelegen ist das intronlose Gen MKRN3. Es wird ubiquitär exprimiert 
und kodiert für ein Polypeptid mit einem RING Zink-Finger und drei C3H Zink-Finger 
Motiven, die auf eine Funktion als Ribonukleoprotein hinweisen (Jong et al., 1999).  
Weiter distal liegen die ebenfalls intronlosen Gene MAGEL2 (melanoma-associated antigen-
like 2) und NDN. Beide Gene kodieren Proteine, die zur Gruppe der MAGE (melanoma-
associated antigen) Protein Familie gehören. MAGEL2 ist160 kb distal von MKRN3 lokalisiert 
und wird hauptsächlich im Gehirn und in verschieden fetalen Geweben exprimiert (Boccaccio 
et al., 1999; Lee et al., 2000). 
NDN liegt 41 kb distal von MAGEL2 und wird beim Menschen in allen bisher untersuchten 
Geweben exprimiert, mit der höchsten Expression im Gehirn und der Plazenta (MacDonald 
und Wevrick, 1997; Jay et al., 1997). In Mäusen wird Ndn hauptsächlich in postmitotischen 
Neuronen exprimiert, mit der höchsten Expression im Hypothalamus und anderen 
Hirnregionen im späten Embryostadium und im frühen postnatalen Stadium (Uetsuki et al., 
1996; Gerard et al., 1999; Muscatelli et al., 2000).  
Der komplexeste Locus ist SNURF-SNRPN. SNRPN (small nuclear ribonucleoprotein 
polypeptide N) wurde 1992 von Özcelik et al. in die chromosomale Region 15q11-q13 
kartiert. Das ursprünglich beschriebene Gen bestand aus 10 Exons, die für zwei 
unterschiedliche Proteine kodieren (Gray et al., 1999a). Die Exons 1 – 3 kodieren für SNURF 
(SNRPN upstream reading frame), ein aus 71 basischen Aminosäuren bestehendes kleines 
Polypeptid, das im Nukleus lokalisiert ist. Seine Funktion ist bisher noch unbekannt. Die 
Exons 4 – 10 kodieren für das aus 240 Aminosäuren bestehende Protein SmN. Es ist Teil des 
spleißosomen Komplexes und spielt eine Rolle beim Spleißen von RNA im Gehirn, wo es das 
SmB´/B-Protein ersetzt (Gray et al., 1999b). 
In den letzten Jahren wurden alternative Transkripte mit vielen weiteren 5´- und 3´-Exons für 
SNURF-SNRPN gefunden. Sie kodieren nicht für Proteine und kommen in vielen verschieden 
Spleißformen des primären Transkriptes vor. Alternative Transkripte, die neue 5´-Exons 
enthalten und alle auf Exon 2 von SNURF-SNRPN gespleißt werden, wurden von Dittrich et 
al. (1996) und Färber et al. (1999) beschrieben. Für diese alternativen Transkripte konnten 
zwei unterschiedliche Startpositionen nachgewiesen werden, u1A und u1B. U1A und u1B 
weisen eine hohe Sequenzähnlichkeit zueinander und zu einer weiteren verwandten Sequenz 
auf. Diese Sequenz, u1D, liegt etwa 63 kb proximal von u1B und besitzt eine konservierte 
Spleißstelle, jedoch konnte bisher keine Expression von u1D nachgewiesen werden. 
Methylierungsanalysen mittels Southern-Blot zeigten, dass die u1A- und u1B-Region auf dem 
maternalen Chromosom methyliert und auf dem paternalen Chromosom unmethyliert sind. 
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Die Transkripte werden ausschließlich vom paternalen, unmethyliertem Allel exprimiert. Der 
Methylierungsstatus von u1D ist bisher nicht untersucht worden. Es gibt jedoch ca. 3,3 kb 
proximal von u1D eine CfoI-Restriktionsschnittstelle, die elternspezifisch methyliert vorliegt. 
Im Gegensatz zu allen anderen differentiell methylierten Regionen in 15q11-q13 ist diese 
Stelle auf dem paternalen Chromosom hypermethyliert und auf dem maternalen Chromosom 
hypomethyliert (Färber et al., 1999). 
In den letzten Jahren wurden ebenfalls alternativ gespleißte Transkripte identifiziert, die neue 
3´-Exons enthalten (Buiting et al., 1997; Runte et al., 2001; Wirth et al., 2001). Sie 
überspannen einen genomischen Bereich von mehr als 460 kb und überlappen in Antisense-
Orientierung mit dem UBE3A-Gen.  Die SNURF-SNRPN Trankriptionseinheit dient somit als 
Startpunkt für ein UBE3A Antisense Transkript, das sowohl beim Menschen als auch in der 
Maus nachgewiesen werden konnte (Rougeulle et al., 1998; Chamberlain und Brannan, 
2001). Auch die IPW-Exons sind Bestandteil dieses komplexen SNURF-SNRPN  
Sense/UBE3A Antisense Transkripts und repräsentieren nicht, wie vorher vermutet, ein 
unabhängiges nicht kodierendes Gen (Wevrick et al., 1994). 
Interessanterweise dient die SNURF-SNRPN Trankriptionseinheit auch als Wirtsgen für 
kleine, nukleoläre RNAs (small nucleolar RNAs, snoRNAs), die in den Introns der 
Transkriptionseinheit liegen. Sie kommen als Einzelkopie-Gene (HBII-13, HBII-436, HBII-
437, HBII-438A und HBII-438B) oder als Multigen-Cluster vor (HBII-85 und HBII-52). Das 
HBII-85-Cluster besteht aus 27 Genkopien und das HBII-52-Cluster aus 47 Kopien (Cavaillé 
et al., 2000; Runte et al., 2001). SnoRNAs sind kleine metabolisch stabile RNAs, die 
hauptsächlich eine Funktion bei der posttranskriptionellen Modifikation von Nukleotiden 
ribosomaler RNA (rRNA) haben. Aufgrund ihrer Sequenzmotive werden die snoRNAs in 
zwei Gruppen aufgeteilt, die C/D-Box-snoRNAs und die H/ACA-Box-snoRNAs. Durch 
Bildung spezifischer Basenpaarungen, die das zu modifizierende rRNA-Nukleotid spannen, 
vermitteln C/D-Box-snoRNAs 2´-O-Ribose-Methylierungen, während H/ACA-BOX-
snoRNAs Pseudouridinylierungen vermitteln (Kiss-Lazlo et al., 1996; Bachellerie und 
Cavaillé, 1997; Ganot et al., 1997). Bei den snoRNAs in der PWS/AS-Region handelt es sich 
um C/D-Box-snoRNAs. Das HBII-52 Gencluster wird ausschließlich im Gehirn exprimiert, 
wohingegen die anderen snoRNAs auch in verschieden anderen Geweben exprimiert werden. 
Die snoRNAs der SNURF-SNRPN Transkriptionseinheit besitzen jedoch keine Antisense-
Elemente, die komplementär zu ribosomaler RNA sind und sind möglicherweise an der 
Modifikation von mRNAs beteiligt. HBII-52 spielt möglicherweise eine Rolle beim Adenosin 
zu Inosin Editing der HT2CR Serotonin-Rezeptor prä-mRNA. Zumindest konnten Hinweise 
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darauf bei dem Maus Ortholog MBII-52 gefunden werden (Vitali et al., 2005). HBII-52 
enthält 18 Nukleotide, die komplementär zum alternativ gespleißten Exon Vb des Serotonin-
Rezeptors HT2CR sind und reguliert das alternative Splicing der mRNA (Kishore und Stamm, 
2006). Patienten mit PWS exprimieren HBII-52 nicht und haben andere HT2CR Isoformen als 
gesunde Individuen. Die Autoren nehmen an, dass der Defekt bei der Prozessierung der prä-
mRNA zum Prader-Willi-Syndrom beiträgt. Runte et al. (2005) hingegen fanden, dass 
Individuen mit einer paternalen Deletion des kompletten HBII-52 Genclusters keinen 
offensichtlichen klinischen Phänotyp zeigen und schließen daraus, dass die HBII-52-snoRNA 
Gene keine wesentliche Rolle bei PWS spielen. 
Zwischen NDN und SNURF-SNRPN liegt das intronlose Gen C15orf2. Es kodiert für ein aus 
1156 Aminosäuren bestehendes Protein unbekannter Funktion. Es wird in Testis biallelisch 
exprimiert (Färber et al., 2000), im fetalen Gehirn jedoch monoallelisch (Buiting et al., 2007). 
Kürzlich wurden zwei neue Gene identifiziert, die zwischen NDN und C15orf2 liegen und 
nicht für Proteine kodieren: prader-willi region non-protein-coding RNA 1 und 2 (PWRN1 
und PWRN2) (Buiting et al., 2007). PWRN1 wird in Testis und Niere biallelisch exprimiert, in 
fetalem Gehirn jedoch monoallelisch. PWRN2 wird nur in Testis exprimiert. Dort erfolgt die 
Expression biallelisch. Die gehirnspezifische, monoallelische Expression von PWRN1 und 
C15orf2, könnte ein Hinweis darauf sein, dass diese Transkripte möglicherweise eine Rolle 
bei PWS spielen. 
Distal der PWS-kritischen Region wurde das Gen UBE3A (E6-AP Ubiquitin Protein Ligase 
3A) identifiziert (Sutcliffe et al., 1997). Es kodiert für eine Ubiquitin-Protein Ligase, die 
Proteine mit Ubiquitin markiert und somit der Degradierung durch die Ubiquitin vermittelte 
Proteolyse zuführt (Scheffner et al., 1995). In bestimmten Gehirnbereichen wird UBE3A, 
sowohl beim Menschen als auch bei der Maus ausschließlich vom maternalen Allel exprimiert 
(Rougeulle et al., 1997; Vu und Hoffmann, 1997; Albrecht et al., 1997). Bezüglich der 
Expression in anderen Geweben gibt es unterschiedliche Arbeiten. Vu und Hoffman (1997), 
Rougeulle et al. (1997) und Sutcliffe et al. (1997) beschreiben eine biallelische Expression 
des UBE3A Gens in Fibroblasten, Lymphoblasten, im Herz, in der Leber und in weiteren 
Organen, während Herzing et al. (2002) mittels RNA-FISH Analysen eine präferentiell 
maternale Expression in Fibroblasten, Lymphoblasten und neuralen Vorläuferzellen zeigen. 
200 kb distal von UBE3A befindet sich das Gen ATP10C, das im Gehirn ebenfalls nur vom 
maternalen Allel exprimiert wird (Herzing et al., 2001). Es kodiert für eine putative 
Aminophosholipid Translokase (Meguro et al., 2001). 
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Die de novo Deletionen schließen auch Gene mit ein, die nicht dem Imprinting unterliegen.  
Weiter distal von ATP10C liegen die GABA-Rezeptor Gene GABRB3, GABRA5 und 
GABRG3, deren Verlust mit einer Modifizierung des AS-Phänotyps diskutiert wird (DeLorey 
et al., 1998) und das P-Gen (pink-eyed dilution-Gen), das mit Oculocutanem Albinismus Typ 
2 (OCA2) assoziiert ist. Der Verlust einer Genkopie führt bei Patienten mit PWS oder AS zu 
einer Hypopigmentierung (Spritz et al., 1997). 
 
Patienten mit einer Klasse I Deletion sind im Gegensatz zu Patienten mit einer Klasse II 
Deletion zusätzlich hemizygot für vier Gene, die zwischen den Deletionsbruchpunktclustern I 
und II liegen. Dies sind die Gene NIPA1, NIPA2, CYFIP1 und GCP5 (Chai et al., 2003). 
Heterozygote Mutationen in NIPA1 führen zu einer autosomal dominanten spastischen 
Paraplegie (Rainier et al., 2003; Reed et al., 2005). Da eine spastische Paraplegie bei 
Patienten mit AS oder PWS und einer Klasse I Deletion jedoch noch nie beobachtet wurde, ist 
es wahrscheinlich, dass ein mutantes Protein und keine reduzierte Gendosis zu dieser 
Erkrankung führt. Butler et al. (2004) berichten, dass es klinische Unterschiede zwischen 
PWS Patienten mit Klasse I und Klasse II Deletionen gibt. Bei Patienten mit Klasse I 
Deletionen gibt es Hinweise darauf, dass die Patienten häufiger Verhaltensprobleme haben als 
Patienten mit Klasse II Deletionen. 
 
Die ausschließlich paternale Expression von MKRN3, NDN und SNURF-SNRPN ist mit 
differentieller DNA-Methylierung assoziiert. Die Promoter/Exon 1 Regionen dieser Gene sind 
auf dem paternalen Chromosom unmethyliert, während sie auf dem maternalen Chromosom 
methyliert sind (Glenn et al., 1993; Zeschnigk et al., 1997a). Die paternale Expression der 
snoRNA Gene wird indirekt durch die SNURF-SNRPN Expression reguliert, da sie in den 
Introns der paternal exprimierten SNURF-SNRPN Transkriptionseinheit liegen. Der 
Methylierungsstatus des paternal exprimierten Gens MAGEL2 ist bisher noch nicht genau 
untersucht. Die maternal exprimierten Gene UBE3A und ATP10C sind nicht differentiell 
methyliert. Vermutlich wird die Expression von UBE3A im Gehirn durch das paternal 
exprimierte, gehirnspezifische SNURF-SNRPN Sense/UBE3A Antisense Transkript reguliert 
(Rougeulle et al., 1998; Chamberlain und Brannan, 2001; Yamasaki et al., 2003; Runte et al., 
2004). Da das genaue 3´-Ende des SNURF-SNRPN Sense/UBE3A Antisense Transkripts 
bisher nicht genau definiert ist (Runte et al., 2001), ist es möglich, dass es sich bis in den 
ATP10C Locus erstreckt und somit auch eine Rolle bei der geprägten Expression dieses Gens 
spielt. 
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1.2.3 Mausmodelle für das Prader-Willi- und das Angelman-Syndrom 
 
Die orthologe Region zu 15q11-q13 befindet sich bei der Maus in der Chromosomenregion 
7C. Die Gene unterliegen ebenfalls dem Imprinting und sind ähnlich angeordnet wie beim 
Menschen. Somit eignet sich die Maus als Modellorganismus, um sowohl die Effekte einer 
UPD, chromosomaler Deletionen als auch Knock-outs für individuelle Gene und 
regulatorischer Elemente zu untersuchen. Mäuse mit einer maternalen Duplikation oder  einer 
Deletion der Region 7C weisen einen PWS-ähnlichen Phänotyp auf. Sie sind kleiner als 
Wildtyp-Mäuse und sterben innerhalb der ersten Tage bzw. Wochen, was auf eine reduzierte 
Saug-Aktivität zurückzuführen ist (Cattanach et al., 1992; Gabriel et al., 1999). Es gibt auch 
mehrere Maus-Modelle bei denen einzelne Gene deletiert wurden. Knock-out Mäuse für das 
MKRN3-Homolog Zfp127 scheinen normal zu sein (Jong et al., 1999). Sie sind lebensfähig 
und fertil, was darauf hindeutet, dass MKRN3 keine signifikante Rolle bei PWS spielt. 
Magel2 Knock-out Mäuse, die in konstanter Dunkelheit gehalten werden, behalten zwar den 
Circadischen Rhythmus bei, zeigen aber eine reduzierte Aktivität (Kozlov et al., 2007). 
Zudem weisen sie eine neonatale Wachstumsretardierung, eine übermäßige Gewichtszunahme 
ab der fünften bis zur zwölften Woche nach der Geburt und eine erhöhte Körperfettmasse mit 
einem verändertem Metabolismus im Erwachsenenalter auf (Bischof et al., 2007). Für Ndn 
gibt es verschiedene Mausmodelle, bei denen je nach genetischem Hintergrund der Mäuse 
unterschiedliche Phänotypen beobachtet worden sind. Bei einer Studie von Tsai et al., (1999a) 
zeigte sich kein auffälliger Phänotyp. Weitere Studien zeigten jedoch, dass es bei Mäusen mit 
einer paternalen Deletion des Ndn Gens zu einer postnatalen Letalität mit variabler Penetranz 
kommt, die vermutlich abhängig von dem verwendeten Mausstamm ist (Gerard et al., 1999; 
Muscatelli et al., 2000; Ren et al., 2003). Die Letalität wird vermutlich durch respiratorische 
Probleme verursacht. Lebensfähige Mäuse weisen Veränderungen im Hypothalamus und 
Verhaltensauffälligkeiten auf. Die Mäuse kratzen sich auffällig häufig und zeigen eine 
verbesserte räumliche Lern- und Merkfähigkeit. Diese auffälligen Parallelen zu Patienten mit 
PWS deuten darauf hin, dass NDN wenigstens für einige der klinischen Merkmale von PWS 
verantwortlich ist (Muscatelli et al., 2000). Die Mäuse sind jedoch fertil und nicht fettleibig. 
Mäuse mit einer kleinen intragenischen Deletion im Snurf-Snrpn Gen sind phänotypisch 
normal (Yang et al., 1998; Tsai et al., 1999b). Um IC-Deletionen, die immer die 
Promoter/Exon 1 Region des SNURF-SNRPN Gens beinhalten zu untersuchen, wurden 
verschiedene Mausmodelle entwickelt. Bei Mäusen mit einer 42 kb großen paternalen 
Deletion, die die Exons 1 – 6 und das putative PWS-IC beinhaltet, kommt es zu einem 
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Expressionsverlust der Gene Snurf-Snrpn, Zfp127 und Ndn, was zeigt, dass auch bei der Maus 
die gesamte geprägte Region durch das IC reguliert wird. Die Mäuse sind kleiner als die 
Wildtypmäuse und sterben in den ersten Tagen nach der Geburt (Yang et al., 1998). Mäuse 
mit einer paternalen Deletion von Snurf-Snrpn bis Ube3a sind klein, hypoton und sterben zu 
80% kurz nach der Geburt. Die überlebenden Mäuse sind fertil und nicht fettleibig (Tsai et 
al., 1999b; Chamberlain et al., 2004). Bei Mäusen mit einer paternalen Deletion von Ipw bis 
Ube3a kommt es zu keinem auffälligen Phänotyp (Nicholls et al., 1999). Das lässt vermuten, 
dass die kritische Region für viele PWS-Merkmale zwischen Snurf-Snrpn und den früher als 
Ipw bezeichneten Exons liegt. Diese Region enthält keine Protein-kodierenden Gene, sondern 
nur die snoRNA Gene MBII-85, MBII-13 und MBII-437. Ube3a Knock-out Mäuse dienen als 
Modell für AS. Mäuse mit einer Ube3a-Nullmutation auf dem maternalen Chromosom sind 
lebensfähig und weisen einen AS-ähnlichen Phänotyp mit Funktionsstörungen der Motorik, 
induzierbaren Krampfanfällen und Lernschwierigkeiten auf (Jiang et al., 1998). Auch eine 
partielle paternale UPD des Mauschromosoms 7 führt zu einem Phänotyp mit typischen AS-
Merkmalen (Cattanach et al., 1997). Sie haben unter anderem eine milde Gang-Ataxie, zeigen 
Verhaltensauffälligkeiten und EEG Veränderungen.  
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1.3 Zielsetzung 
 
Genetische Studien haben gezeigt, dass der PWS-SRO für die post-zygotische 
Aufrechterhaltung des väterlichen Imprints im frühen Embryo benötigt wird. Der AS-SRO 
interagiert möglicherweise mit dem PWS-SRO, um den mütterlichen Imprint in der 
weiblichen Keimbahn zu etablieren. Die molekularen Mechanismen sind unbekannt, aber es 
sind wahrscheinlich Trans-Faktoren involviert, die an den AS-SRO und den PWS-SRO 
binden. Daher ist es möglich, dass es DNA Sequenzvarianten in den Protein-Bindestellen des 
Imprinting Centers gibt, die die Bindung von Trans-Faktoren und somit den epigenetischen 
Status der chromosomalen Domäne beeinflussen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht 
werden, ob es Imprinting Center Sequenzvarianten gibt, die mit einer genetischen 
Prädisposition für Imprintingfehler assoziiert sind. 
Zudem ist es möglich, dass die spontane Epimutationsrate durch Trans-Faktoren modifiziert 
wird. Ein viel versprechender Kandidat für einen indirekten Trans-Faktor ist das 5,10-
Methylentetrahydrofolat Reduktase (MTHFR) Gen. In dieser Arbeit soll untersucht werden, 
ob eine häufige Mutation in diesem Gen das Risiko für einen Imprinting Defekt erhöht.  
Weiterhin sollen Trans-Faktoren, die direkt auf das Imprinting Center wirken, untersucht 
werden. Mittels des Yeast-One-Hybrid Systems wurden von Barbara Gärtner-Ruprecht 
(Kinderklinik, Universität Mainz) putative Bindeproteine des AS-SRO identifiziert. Eins 
davon ist TIEG1 (TGFβ-inducible early growth response 1). Die Rolle, die TIEG1 beim 
maternalen Imprinting spielt, soll im Rahmen dieser Arbeit weiter untersucht werden. 
In den letzten Jahren wurden alternative SNURF-SNRPN Transkripte identifiziert, die an zwei 
unterschiedlichen Transkriptionsstartstellen initiiert werden, u1A und u1B. U1A und u1B 
weisen eine hohe Sequenzähnlichkeit zueinander und zu einer weiteren Region, u1D, auf. Im 
Rahmen dieser Arbeit soll der Methylierungsstatus von u1B im Detail analysiert werden und 
der Methylierungsstatus von u1D bestimmt werden. 
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Die Chemikalien wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck (Darmstadt), 
Sigma (Heidelberg), Serva (Heidelberg), Invitrogen (Karlsruhe), Roth (Karlsruhe), Peqlab 
(Erlangen), BD (Heidelberg), Roche (Mannheim) und GibcoBRL (Eggenstein) in pro analysis 






6x DNA Probenpuffer: 0,25% Bromphenolblau oder Xylenblau, 15% Ficoll, 10 mM 
EDTA 
TAE-Puffer:   40 mM Tris-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0 
 
TBE-Puffer:   89 mM Tris-Borat, 2 mM EDTA, pH 8,0 
 
TE-Puffer:   10 mM Tris-HCl, pH 7,8 
    1 mM EDTA 
 






2.1.3.1 Medien für die Kultur von Bakterien 
 
LB-Medium (für 1l):  10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl 
LB-Platten: 12 g/l Bacto-Agar (Difco) in LB-Medium 
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Ampicillin: Endkonzentration 100 µg/ml 
Kanamycin:   Endkonzentration 50 µg/ml 
X-Gal:    Endkonzentration 32 µg/ml 
 
 





YPD (für 1l):   10 g Hefe-Extrakt 
20 g Pepton 
20 g α-D-Glukose 
 
 
YPAD (für 1l):   10 g Hefe-Extrakt 
20 g Pepton 
20 g α-D-Glukose 
10 ml L-Adeninlösung (500 mg/100 ml) 
 





SD-Medium (für 1l):  6,7 g Yeast nitrogen base ohne Aminosäuren 
    20 g α-D-Glukose 
100 ml der entsprechenden 10X Dropout (DO) Solution  
 
bei Platten:   20 g/l Bacto-Agar 
 
10X -Leu/-Trp DO Solution:   6,4 g/l -Leu/-Trp DO Supplement (Clontech)
  
10X -Leu/-Trp/-His/-Ade DO Solution: 6 g/l -Ade/-His/-Leu/-Trp DO Supplement 
(Clontech) 
 
10X -Leu DO Solution:   6,4 g/l -Leu/-Trp DO Supplement (Clontech) 
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2.1.3.3 Medien für die Kultur von Zellen 
 
F-12 Nutrient Mixture (Ham) mit GlutaMAXTM I (GIBCO) 
 
Opti-MEM® I Serumreduziertes Medium (GIBCO) 
 
MycoplexTM Fötales Kälberserum (FKS) (PAA) 
 
Trypsin/EDTA:  2 g/l Trypsin 
    0,2 g/l EDTA 
    in PBS (pH 7,2) ohne Ca2+/Mg2+
 
 




E. coli DH5α: F´, endA1, hsdR17, (rk
-mk
+), supE44, thi-1, recA1, gyrA, (Nalr), 





AH109:  MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4Δ, gal80Δ, 
LYS2 : : GAL1UAS-GAL1TATA-HIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, 










pGEM®-T Easy  Vektor für die Klonierung von PCR-Produkten (Promega)  
pCR®II-TOPO®  Vektor für die Klonierung von PCR-Produkten (Invitrogen) 
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Expressionsplasmide
 
pCS2+MT (eukaryotischer Expressionsvektor; CMV-Promoter reguliert die 
Expression der inserierten Konstrukte, die 5´ mit einem Myc-
Epitop gekoppelt sind; Roth et al., 1991) 
pcDNA3 eukaryotischer Expressionsvektor; inserierte Sequenz wird 
durch einen CMV-Promoter reguliert (Clontech) 
 
Plasmide für das Yeast-Two-Hybrid System 
 
pGBKT7 Hefe-Expressionsvektor mit der GAL4 DNA-Bindungsdomäne 
(Clontech) 
 
pACT2 Hefe-Expressionsvektor mit der GAL4 DNA-
Aktivierungsdomäne (Clontech) 
 
Plasmide für den Luciferase Assay 
 
pGL3-Basic Reporterplasmid mit dem Gen für die Firefly-Luciferase 
(Promega) 
pGL3-Control  Reporterplasmid; enthält das Gen für die Firefly-Luciferase 
unter Kontrolle des SV40-Promoters (Promega) 
pGL4.74 [hRluc/TK]  Reporterplasmid zur Transfektionskontrolle; enthält das Gen für 






DNA-Größenmarker:  1 kb DNA Ladder (Invitrogen) 
    pUC19 DNA/MspI (Fermentas) 
 
Protein-Größenmarker: PageRulerTM Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas) 
 
 




Die Restriktionsenzyme wurden von den Firmen Roche (Mannheim) oder New England 
Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen. 
 
weitere Enzyme: 
AmpliTaq Gold Polymerase (Roche) 
T4-DNA-Ligase (Roche) 





c-Myc Monoclonal Antibody (Clontech) 





Human Testis Marathon-Ready cDNA (Clontech) 
 
 







Die klinische Diagnose der Patienten mit Prader-Willi-Syndrom bzw. Angelman-Syndrom 
wurde von erfahrenen Humangenetikern gestellt. Die Methylierungsanalyse der SNURF-
SNRPN Promotor/Exon 1 Region mittels methylierungs-spezifischer PCR (MS-PCR; 
Zeschnigk et al., 1997b) zeigte, dass den Patienten mit PWS das unmethylierte Allel fehlt und 
den Patienten mit AS das methylierte Allel. Bei Patienten mit einem Imprinting Defekt wurde 
eine biparentale Vererbung der PWS/AS Region mittels Mikrosatelliten Analyse 
nachgewiesen. Eine IC-Deletion wurde mit Hilfe einer Southern-Blot Analyse, einer 
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quantitativen TaqMan Analyse (Raca et al., 2004) oder MLPA (Multiplex Ligation-dependent 
Probe Amplification) ausgeschlossen bzw. bestätigt. Bei Ausschluss einer IC-Deletion wurde 
dieser Befund zusätzlich durch Sequenzierung von SNPs (single nucloetide polymorphism) im 
AS-SRO oder PWS-SRO bestätigt. Bei Patienten mit einer de novo Deletion von 15q11-q13 
wurde die Deletion entweder durch FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung), MLPA oder 
Mikrosatelliten Analyse diagnostiziert. Bei Patienten mit einer UPD wurde diese durch 





2.2.1 Arbeiten mit DNA 
 
2.2.1.1 Isolierung von DNA aus peripherem Blut 
 
Zur Präparation von genomischer DNA aus Blut wurden zwei unterschiedliche Methoden der 
Firma Qiagen verwendet. War genug Blut vorhanden (1-3 ml) und wurde eine größere Menge 
von DNA benötigt, wurde die FlexiGene-Methode angewandt. Die andere Alternative war die 
automatisierte Präparation mit der BioRobot EZ1 Workstation. Hierfür reichten kleinere 
Mengen von Blut (200-350 µl) aus. 
 
DNA-Präparation mit FlexiGene 
Zu 7.5 ml FG1-Puffer wurden 3 ml EDTA-Blut gegeben und fünfmal invertiert. Die Zellkerne 
wurden abzentrifugiert (5 min, 2000 g) und der Überstand verworfen. Zum Pellet wurden  
1,5 ml mit Protease versetzter FG2-Puffer gegeben. Das Pellet wurde homogenisiert, der 
Ansatz dreimal invertiert und 10 min bei 65°C im Wasserbad inkubiert. Zur anschließenden 
Fällung der DNA wurden 1,5 ml 100%iges Isopropanol zugegeben. Durch mehrmaliges 
Invertieren wurde die DNA präzipitiert und der Ansatz für 3 min bei 2000 g zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1,5 ml 70% Ethanol gewaschen. Nach einer 
Zentrifugation von 3 min bei 2000 g, wurde der Überstand verworfen, das Pellet 5 min an der 
Luft getrocknet und in 300 µl FG3-Puffer 1 h im 65°C-Heizblock und anschließend bei RT 
über Nacht auf dem Roller gelöst. 
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DNA-Präparation mit der BioRobot EZ1 Workstation 
Die Präparation von DNA mit der BioRobot EZ1 Workstation von Qiagen funktioniert 
vollautomatisch und nach dem Prinzip der magnetischen Trennung. Die einzelnen Schritte 
sind im Folgenden kurz zusammengefasst: Die Zellen werden mit Proteinase K 
aufgeschlossen und mit magnetischen Partikeln gemischt, an die die DNA bindet. Durch ein 
magnetisches Feld werden die Partikel mit der DNA von dem Rest abgetrennt. Nach einem 
Waschschritt wird das magnetische Feld abgestellt und die DNA eluiert. 
 
 
2.2.1.2 Präparation von Plasmid-DNA 
 
Für die analytische Präparation wurde eine Bakterienkolonie über Nacht in 3 ml LB-Medium 
(mit entsprechendem Antibiotikum) bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Aus 1,5 ml der 
Übernachtkultur wurden die Zellen sedimentiert (4 min, 2600 g) und das Pellet in 300 µl 
Puffer P1 (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 µg/ml RNAse A) resuspendiert. 
Durch Zugabe von 300 µl Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) wurden die Zellen lysiert. 
Dann wurden 300 µl Puffer P3 (3 M KOAc, pH 5,5) zugegeben und 15 min bei 10300 g und 
4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, mit 500 µl 100%igem Ethanol versetzt 
und das DNA-Präzipitat sedimentiert (20 min, 16000 g). Das Pellet wurde mit 300 µl 
70%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und in 25 µl H2O aufgenommen. 
Um im größeren Maßstab reine Plasmid-DNA zu gewinnen, wurde das "Plasmid Maxi Kit" 
(Qiagen) verwendet. Hierzu wurden 250 ml Bakteriensuspension sedimentiert und die 
Plasmid-DNA nach Angaben des Herstellers über Ionenaustauscher-Säulen aufgereinigt. Die 
DNA wurde in 200 – 300 µl H2O gelöst. 
 
 
2.2.1.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Mittels der Polymerase-Kettenreaktion wurden DNA-Fragmente aus genomischer oder 
Plasmid-DNA amplifiziert. Standardmäßig wurde die AmpliTaq® Gold DNA Polymerase 
(Roche) verwendet. Der Reaktionsansatz enthielt 1 x Polymerasepuffer, jeweils 0,2 – 0,4 µM 
Primer, 200 µM dNTPs, 2,5 U Polymerase und 100 – 200 ng Matrizen DNA. Das 
Endvolumen betrug 50 µl. Es wurden in der Regel 35 Zyklen durchgeführt. Die 
Denaturierung erfolgte bei 95°C für 15 sec, die Primer-Anlagerung für 30 sec, wobei die 
Annealing-Temperatur abhängig von den Tm-Werten der Primer war und die Verlängerung 
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bei 72°C. Die Verlängerungszeit richtete sich nach der Größe des Amplifikats. Vor dem 
ersten Zyklus wurde eine Denaturierungsphase von 10 min bei 95°C eingefügt, nach dem 
letzten Zyklus eine Verlängerungsphase von 7 min bei 72°C. 
Um bisulfitbehandelte DNA (siehe 2.2.1.11) zu amplifizieren wurde das HotStarTaq Master 
Mix Kit (Qiagen) verwendet. Einer initialen Aktivierung der Polymerase bei 95°C für 15 min 
folgten 35 Zyklen aus je 30 sec Denaturierung bei 94°C, 30 sec Primer-Annealing, wobei die 
Annealing-Temperatur abhängig von den Tm-Werten der Primer war, und 30 sec Elongation 
bei 72°C, wobei sich die Verlängerungszeit nach der Größe des Amplifikats richtete. 
Anschließend erfolgte eine verlängerte Syntheseperiode für 10 min bei 72°C. 
 
 
2.2.1.4 Aufreinigung von DNA-Fragmenten 
 
Zur Aufreinigung von PCR-Produkten wurde entweder das Multiscreen Filtration System 
(Millipore) oder Microcon (Millipore) benutzt und nach Vorschrift des Herstellers verfahren. 
Alternativ wurden PCR-Produkte mit ExoSAP-IT® (usb) aufgereinigt, wobei es zu keinem 
Verlust des PCR-Produkts kommt. 
 
 
2.2.1.5 Auftrennung von DNA in Agarosegelen 
 
Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1 bis 2 %ige Agarose-Minigele mit 1 x TAE-
Puffer und 0,4 µg/ml Ethidiumbromid verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 100 – 




2.2.1.6 Elution von DNA aus Agarosegelen 
 
 
Zur Elution von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen wurde das QIAquick Gel Extraction Kit 
oder das MinElute Gel Extraction Kit verwendet und nach Herstellerangaben verfahren. Beide 
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2.2.1.7 Konzentrationsbestimmung von DNA 
 
Die genaue Konzentration wurde photometrisch mit Hilfe des Spektralphotometers ND-1000 
bestimmt. Eine optische Dichte (OD) von 1 bei 260 nm entspricht 50 µg/ml doppelsträngiger 
DNA. Bei proteinfreier DNA beträgt der Quotient aus der OD260 und OD280 1,8. 
Alternativ wurde die DNA-Konzentration durch Auftragung eines Aliquots auf ein 
Agarosegel bestimmt. Durch den Intensitätsvergleich der Banden mit dem pUC19 DNA/MspI 
Marker, bei dem die Konzentrationen der einzelnen Banden bekannt waren, konnte die DNA 
Konzentration abgeschätzt werden. 
 
 
2.2.1.8 Sequenzierung von DNA 
 
Die Sequenzierung von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA wurde mit dem BigDye® 
Terminator v1.1/v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) durchgeführt. Die 
Sequenzierreaktion erfolgte nach folgenden Parametern: Vor dem ersten Zyklus wurde eine 
Denaturierungsphase von 1 min bei 96°C eingefügt. Es wurden 25 Zyklen durchgeführt. Die 
Denaturierung erfolgte bei 96°C für 10 sec, die Primer-Anlagerung bei 50 - 60°C (abhängig 
von dem Tm-Wert des Primers) für 5 sec und die Elongation bei 60°C für 4 min. Der 
Reaktionsansatz wurde anschließend über Sephadex Säulen (GE Healthcare) aufgereinigt. Die 
Analyse erfolgte auf dem Genetic Analyzer 3100 (Applied Biosystems). Die Auswertung der 
Sequenz erfolgte mit den Programmen "Sequencing Analysis" (Applied Biosystems), "DNA 






Für analytische und präparative Zwecke wurden 1 – 3 µg Plasmid-DNA mit 10 – 20 U 
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2.2.1.10 Ligation 
 
Die Ligation mit einem Gesamtvolumen von 15 µl wurde mit 5 U T4 DNA Ligase (Roche) 
durchgeführt. Das molare Verhältnis von Vektor-DNA zu Insert-DNA betrug 1:3. Der Ansatz 
wurde über Nacht bei 16°C inkubiert. 
PCR-Produkte wurden normalerweise zunächst entweder in den pGEM®-T Easy, pCR®II-




2.2.1.11 Bisulfitbehandlung von DNA 
 
Durch die Bisulfitbehandlung werden nicht-methylierte Cytosine deaminiert und in Uracil 
umgewandelt. Bei der anschließenden PCR wird das Uracil durch Thymin ersetzt. Methylierte 
Cytosine sind gegen diese chemische Umwandlung geschützt und verbleiben als Cytosine. 
Die dadurch entstehenden spezifischen Sequenzunterschiede bei methylierten und nicht 
methylierten Allelen können in der Sequenzanalyse genutzt werden. 
Für die Bisulfitbehandlung wurden 2 µg DNA in 50 µl H2O gelöst. Zur Denaturierung der 
DNA wurden 5,5 µl 3 M NaOH dazugegeben. Der Ansatz wurde zuerst 15 min bei 37°C und 
danach 2 min bei 95°C im vorgeheizten Heizblock inkubiert und dann sofort auf Eis gestellt. 
Für die Bisulfit-Lösung wurden 8,5 g Natrium Bisulfit in 15 ml H2O gelöst. Nach Zugabe von 
0,9 ml 50 mM Hydrochinon und 1 ml 10 N NaOH (pH 5,0 – 5,3) wurde das Volumen mit 
H2O auf 20 ml aufgefüllt. Zu der denaturierten DNA wurden 500 µl der Bisulfit-Lösung 
gegeben und der Ansatz über Nacht bei 50°C im Dunkeln inkubiert. Für die Aufreinigung der 
bisulfitbehandelten DNA wurde das Wizard® DNA Clean-Up System (Promega) verwendet 
und nach Herstellerangaben verfahren. Die bisulfitbehandelte und aufgereinigte DNA wurde 
mit 5,5 µl 3 M NaOH 15 min bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden 55 µl 6 M NH4OAc, 
1 µl Glycogen (20 mg/ml) und 350 µl Ethanol (100%) zugegeben und die DNA durch eine  
20 minütige Zentrifugation bei 16000 g präzipitiert. Das Pellet wurde mit 300 µl 70%igem 





Zur Quantifizierung von methylierten Allelen wurden „quantitative-primer-extension“-
Analysen (SNaPshot-Analysen) an bisulfitbehandelter DNA durchgeführt. Hierfür wurden 
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Primer entwickelt, die mit ihrem 3’-Ende direkt vor dem Cytosin eines CpGs liegen. In der 
SNaPshot-Reaktion wird der Primer um ein farbmarkiertes Didesoxynukleotid verlängert. Bei 
der anschließenden Auswertung am Genetic Analyzer 3100 (Applied Biosystems) kann aus 
den Signalintensitäten der jetzt farbmarkierten Primer der beiden Allele das Verhältnis von 
methylierter DNA zu unmethylierter DNA bestimmt werden. Die Analysen wurden mit dem 
„SNaPshot Multiplex Kit“ (Applied Biosystems) durchgeführt. Der SNaPshot-Reaktions-
Ansatz (10 µl) setzte sich aus 100 ng aufgereinigtem  PCR-Produkt, 5 µl SNaPshot Multiplex 
Ready Reaction Mix und 1 µl Primer (0,2 µM) zusammen. Die SNaPshot Reaktion erfolgte 
nach folgenden Parametern: Einer initialen Denaturierung von 3 min bei 96°C folgten 25 
Zyklen aus je 10 sec Denaturierung bei 96°C, 5 sec Annealing bei 45 – 60°C (abhängig vom 
jeweiligen Primer) und 30 sec Elongation bei 60°C. Der SNaPshot-Reaktions-Ansatz wurde 
durch Zugabe von 1 U SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase (usb)) mit anschließender 
Inkubation bei 37°C für 60 min und Inaktivierung des Enzyms bei 75°C für 15 min 
aufgereinigt. 0,5µl des aufgereinigten SNaPshot-Produktes wurden mit 9 µl Formamid (FA) 
und 0,5 µl GeneScan-120 LIZ size standard (Applied Biosystems) gemischt und  bei 95°C für 
5 min denaturiert. Die Analyse erfolgte auf dem Genetic Analyzer 3100 (Applied 
Biosystems). Die Auswertung erfolgte mit der GeneScan Analysis 3.7 (Applied Biosystems) 
und der Genotyper 3.7 (Applied Biosystems) Software. Aus den Peak-Integralen der beiden 
Allele wurde nun das Verhältnis von methyliertem zu unmethyliertem Allel ermittelt, indem 
das Peak-Intergral des methylierten Allels durch das Peak-Integral des unmethylierten Allels 
dividiert wurde. Hierbei erhält man jedoch nur relative Werte, da die Fluoreszenzintensitäten 
der verschiedenen Fluorophore, mit denen die einzelnen Basen markiert sind, unterschiedlich 
stark sind. Um absolute quantitative Werte zu ermitteln wurde eine Eichkurve erstellt. Dazu 
wurde die DNA von komplett methylierten und komplett unmethylierten Klonen in 
unterschiedlichen Verhältnissen gemischt. Mit Hilfe des R Software Pakets (http://www.r-
project.org) wurde eine Eichkurve erstellt und damit die absoluten Werte der Methylierung 
berechnet. Um aus den Eichkurven zu einer Rückrechnung auf Methylierungsgrade zu 
kommen, wurde eine polynomiale Regression angewendet. Eine lineare Funktion hat sich in 
Vorexperimenten als zu einfach herausgestellt, so dass ein Polynom zweiten Grades (Parabel) 
verwendet wurde. Die Regression wurde auf logarithmischer Skala zwischen theoretischen 
(d.h. Mischungsverhältnisse von methylierter und unmethylierter DNA) und beobachteten 
Verhältnissen mit Hilfe der Methode kleinster Quadrate berechnet. Die logarithmische Skala 
wurde gewählt, um eine sinnvolle Gewichtung der Einzelbeobachtungen zu gewährleisten. 
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Die Methylierungsgrade wurden durch Rückrechnung von beobachteten DNA-Verhältnissen 
von Patienten-Proben numerisch bestimmt. 
 
 
2.2.1.13 TaqMan® SNP Genotyping Assays 
 
Die allelische Diskriminierung erfolgte unter anderem mittels TaqMan® SNP Genotyping 
Assays von Applied Biosystems. Es wurden entweder TaqMan® Pre-Designed SNP 
Genotyping Assays (Assays-on-Demand) oder Custom TaqMan® SNP Genotyping Assays 
(Assays-by-Design) verwendet. Die Assays enthalten zwei Primer um den zu analysierenden 
Bereich zu amplifizieren und zwei fluoreszenzmarkierte Sonden, die spezifisch an ein Allel 
binden. Die Sonde für das Allel 1 ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff VIC markiert, die Sonde 
für das Allel 2 ist FAM markiert. Zusätzlich enthalten die Sonden noch einen 
nichtfluoreszierenden Quencher, der, solange die Sonde intakt ist, die Fluoreszenz 
unterdrückt. Während der PCR lagert sich jede Sonde spezifisch an ein Allel an. Die DNA-
Polymerase verlängert die Primer am 3´ Ende und degradiert durch ihre 5´-3´ Nuclease-
Aktivität die Sonden, die an die DNA hybridisiert haben. Dadurch wird der 
Fluoreszenzfarbstoff vom Quencher getrennt und es kommt zu einem Fluoreszenzsignal. 
Sonden die nicht an die DNA hybridisiert haben werden nicht gespalten und es kommt zu 
keinem Fluoreszenzsignal. Je nach gemessenem Fluoreszenzsignal (VIC oder FAM) kann nun 
bestimmt werden, welche Allele vorhanden sind. Die PCR-Reaktion wurde mit 12,5 ng DNA 
in einem Reaktionsvolumen von 25 µl durchgeführt. Die PCR-Bedingungen waren folgende: 
Zunächst erfolgte eine Denaturierung bei 95°C für 10 min, dann folgten 40 Zyklen aus je 15 
sec Denaturierung bei 92°C und je 1 min Annealing und Verlängerung bei 60°C. Die Proben 
wurden in einem ABI PRISM Sequence Detection System 7000 analysiert. Zur Auswertung 
wurde die SDS 1.1 Software für allelische Diskriminierung (Applied Biosystems) verwendet. 
Die verwendeten Assays-by-Demand  und die Primer- und Sondensequenzen der Assays-by-
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2.2.2 Bakterien 
 
2.2.2.1 Herstellung kompetenter Bakterien 
 
Bakterienzellen, die DNA aus der sie umgebenden Lösung aufnehmen können (kompetente 
Zellen), wurden nach einem leicht modifizierten Protokoll der Rubidiumchlorid-Methode 
(Maniatis et al., 1982) hergestellt. Eine Bakterienkolonie des E. coli-Stammes DH5α wurde 
in 10 ml b-Medium (für 1 Liter: 5 g Hefe-Extrakt, 20 g Bacto-Trypton, 5 g MgSO4, pH 7,6, 
mit KOH eingestellt) bei 37°C und 250 rpm bis zum Erreichen einer OD550 von 0,3 inkubiert. 
Von der Kultur wurden 5 ml in 100 ml b-Medium überführt und bei 37°C inkubiert. Bei 
Erreichen eines OD550-Wertes von 0,48 wurden je 25 ml der Kultur in vorgekühlte 50 ml 
Falcon-Röhrchen überführt und 5 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Zellen für 15 min 
bei 1250 g und 4°C sedimentiert und das Pellet vorsichtig in 10 ml kaltem TfbI-Puffer 
(30 mM KOAc, 100 mM RbCl, 10 mM CaCl2, 50 mM MnCl2, 15% Glycerin, pH 5,8, mit 
0.2 M HAc einstellen) resuspendiert. Nach einer Inkubation von 90 min auf Eis wurden die 
Zellen erneut für 15 min bei 1250 g und 4°C sedimentiert und das Pellet in 1 ml kaltem TfbII-
Puffer (10 mM MOPS, 75 mM CaCl2, 10 mM RbCl2, 15% Glycerin, pH 6,5, mit KOH 
eingestellt, aufgenommen. Die Bakteriensuspension wurde in 100 µl-Aliquots in eiskalte 
Eppendorfgefäße gegeben, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung 
bei -80°C gelagert. 
 
 
2.2.2.2 Transformation kompetenter Bakterien 
 
Es wurden 5 µl eines Ligationsansatzes zu 50 µl kompetenten Bakterienzellen gegeben und 
30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock von 2 min bei 42°C, dann 
wurde der Ansatz 2 min auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 450 µl LB-Medium wurde der 
Ansatz 1 h bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 150 µl und 350 µl der Kultur wurden auf LB-
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2.2.3 Hefen 
 
2.2.3.1 Yeast-Two-Hybrid Screen 
 
Mit dem Yeast-Two-Hybrid System können Protein-Protein-Interaktionen in Hefezellen in 
vivo nachgewiesen werden (Fields und Song, 1989; Chien et al., 1991). Man kann entweder 
die Wechselwirkung von zwei bekannten Proteinen untersuchen oder, wie in dieser Arbeit, 
eine cDNA-Bank auf Interaktionspartner mit einem bekannten Köderprotein überprüfen. Das 
System beruht darauf, dass viele eukaryotische Transkriptionsfaktoren aus zwei funktionell 
unabhängigen Domänen bestehen. So enthält der GAL4-Transkriptionsfaktor der Hefe eine 
DNA-Bindedomäne (DNA-BD) und eine Aktivierungsdomäne (AD) (Johnston et al., 1986). 
Die DNA-BD bindet an die GAL4 UAS (upstream activating sequence), die stromaufwärts 
eines Reportergens liegt. Die AD interagiert mit den Komponenten der 
Transkriptionsmaschinerie und fungiert als Transkriptionsaktivator. Beide Domänen sind für 
die Aktivierung der Transkription notwendig und normalerweise Teil eines einzigen Proteins. 
Es wurde aber in vivo nachgewiesen, dass die Aktivierung der Transkription auch dann 
möglich ist, wenn die Domänen auf zwei unterschiedlichen Proteinen lokalisiert sind (Hope 
und Struhl, 1986; Keegan et al., 1986).  Diese Tatsache macht man sich im Yeast-Two-
Hybrid System zu nutze. Hierbei setzt man einen Expressionsvektor ein, der für die DNA-BD 
des GAL4 Transkriptionsfaktors kodiert (pGBKT7) und mit der cDNA des gewünschten 
Proteins fusioniert ist, und einen Expressionsvektor, der für die AD des GAL4-
Transkriptionsfaktors kodiert (pACT2) und mit cDNAs aus spezifischen Geweben (cDNA-
Bank) fusioniert ist. Weiterhin kodieren die Expressionsvektoren für Enzyme, die für die 
Synthese von Aminosäuren nötig sind, für die der eingesetzte Hefestamm auxotroph ist. Beide 
Plasmide werden in den Hefestamm AH109, in dem das GAL4-Gen deletiert ist, 
transformiert. Dieser enthält in seinem Genom vier Reportergene (HIS3, ADE2, lacZ und 
MEL1) unter der Kontrolle von unterschiedlichen GAL4-induzierbaren Promotoren (GAL1, 
GAL2 und MEL1). Des Weiteren ist er auxotroph für Adenin, Histidin, Tryptophan und 
Leucin, wodurch eine effiziente Selektion ermöglicht wird. Interagieren zwei Proteine 
miteinander, wird die GAL4-AD zur DNA-BD rekrutiert und es kommt zur Transkription der 
Reportergene. Somit können die Hefezellen auf Selektionsmedien ohne Tryptophan, Leucin, 
Histidin und Adenin wachsen. 
Das Yeast-Two-Hybrid System wurde verwendet um potentielle Bindepartner von TIEG1 zu 
identifizieren. Dazu wurde die cDNA von TIEG1 in das Plasmid pGBKT7 inseriert. Der 
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Yeast-Two-Hybrid Screen wurde mit dem „MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3 
(Clontech)“ nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Als cDNA Bank wurde die „Human 
Ovary MATCHMAKER cDNA Library” (Clontech) verwendet. 
 
 
2.2.3.2 Transformation von Hefezellen (modifiziert nach Gietz et al., 1992) 
 
Hefezellen wurden mit der Lithium-Acetat-Methode chemisch transfiziert. Eine 5 ml 
Übernachtkultur wurde in 50 ml YPD-Medium gegeben und bei 30°C und 250 rpm inkubiert 
bis die Kultur eine OD600 von 0,4 – 0,6 erreicht hatte. Die Zellen wurden sedimentiert (5 min, 
400 g) mit 25 ml sterilem Wasser gewaschen, in 1 ml sterilem Wasser resuspendiert und in 
ein Eppendorfgefäß überführt. Dann wurden die Zellen mit 1 ml TE/LiAc-Puffer (0,1 M LiAc 
(pH 7,5), 0,01 M Tris-HCl (pH 7,5), 0,001 M EDTA) gewaschen  und resuspendiert. 50 µl der 
Hefe-Suspension wurden mit 1 µg der zu transformierenden DNA und 50 µg einzelsträngiger 
Lachs DNA, die als Carrier diente, gemischt. Nach Zugabe von 300 µl 40% PEG 4000 (in 
TE/LiAc-Puffer) wurde das Gemisch für 30 min bei 30°C inkubiert und nach einer 
Hitzeschockbehandlung (42°C, 15 min) auf entsprechenden Agar-Platten ausplattiert. 
 
 
2.2.3.3 Gewinnung von Hefeextrakten 
 
Zur Gewinnung eines Proteinextraktes aus Hefen wurde eine 2 ml Mangel-Medium-Kultur 
angeimpft. Bei Erreichen einer OD600 von 0,3 wurden 1,5 ml der Kultur sedimentiert (900 g, 5 
min). Das Pellet wurde in 50 µl 4x SDS-Probenpuffer resuspendiert und 4x in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei 37°C aufgetaut. Nach einer Präzipitierung der 




2.2.3.4 DNA-Präparation aus Hefe 
 
Die Hefen wurden über Nacht in 3-5 ml YPD-Medium bei 30°C inkubiert. Die Zellen wurden 
für 5 min bei 2600 g und RT abzentrifugiert und das Pellet in 400 µl DB-Puffer (1M Sorbitol, 
1 mM EDTA) resuspendiert. Dann wurden 40 µl Zymolase (20 mg/ml) zugesetzt und der 
Ansatz für 1 h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen sedimentiert (2 min, 
2600 g) und das Pellet in 250 µl Puffer P1 (50 mM Tris-HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 
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µg/ml RNAse A) resuspendiert. Nach Zugabe von 250 µl Puffer P2 (200 mM NaOH, 1% 
SDS) erfolgte eine 3-minütige Inkubation bei RT. Dann wurden 500 µl Puffer N3 (Qiagen) 
zugegeben, 2 min inkubiert und 20 min bei 17400 g und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 






2.2.4.1 Kultivierung der Zellen 
 
Die CHO-K1 Zellen wurden in Brutschränken bei 37°C unter Begasung mit 5% CO2 in 
wassergesättigter Atmosphäre kultiviert. Alle Arbeiten wurden unter einer Sterilbank 
durchgeführt und sämtliche Geräte und Lösungen vor der Benutzung sterilisiert. 
 
 
2.2.4.2 Passagieren von Zellen 
 
Die Zellen wurden bei einer Zelldichte von ca. 10 x 106 Zellen pro Zellkulturflasche (Nunc, 
80 cm²) geerntet. Das Kulturmedium wurde von den adhärent wachsenden Zellen vollständig 
abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch eine 3-5-minütige Inkubation 
mit Trypsin/EDTA abgelöst. Ein Teil der Zellen wurde in einer Zelldichte von 105 – 106 




2.2.4.3 Transiente Transfektion von Zellen 
 
Die Transfektion der Zellen  für die Luciferase-Reporter Experimente erfolgte mittels 
FuGENE 6 (Roche). Hierzu wurden die entsprechenden Plasmide in 150 µl Opti-MEM 
Medium verdünnt. In einem weiteren Eppendorfgefäß wurde die dreifache Menge 
(µg DNA/µl FuGENE) an FuGENE 6, bezogen auf die Menge der zu transfizierenden DNA 
in 150 µl Opti-MEM verdünnt. Nach 5 minütiger Inkubation wurde die verdünnte DNA mit 
dem verdünnten FuGENE gemischt und weitere 20-30 Minuten inkubiert. Anschließend 
wurden die Komplexe in 50 µl Aliquots auf die Zellen gegeben (96 Well Format, pro Well ca. 
1 x 104 Zellen) und für 48 h bei 37°C inkubiert. 
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2.2.4.4 Luciferase-Reportergen Assay 
 
Um den Effekt von TIEG1 auf den AS-SRO zu untersuchen wurden Luciferase-Reportergen 
Assays durchgeführt. Die hierfür durchgeführten Transfektionen von CHO-K1 Zellen 
erfolgten mittels FuGENE 6. Es wurden das Reporterplasmid und das für TIEG1 kodierende 
Plasmid transfiziert. Um die Menge der verwendeten DNA innerhalb eines Experiments zu 
normieren wurden die Ansätze bei Bedarf mit leerem Plasmid aufgefüllt. Zur Normalisierung 
der Transfektionseffizienz wurde zusätzlich ein Reporterkonstrukt transfiziert, das das Gen 
für die Renilla Luciferase enthält und im Verhältnis 1:10 eingesetzt wurde. Die Luciferase-
Reporter Assays wurden mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) 
durchgeführt. Nach 48-stündiger Inkubation der transfizierten Zellen wurde das Medium 
abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Dann wurden sie in 20 µl Lyse-Puffer 
aufgenommen und für 20 min lysiert. Die Messung der Luciferase-Aktivität erfolgte mit dem 
Luminometer Centro LB 960 (Berthold Technologies). Die relative Luciferase-Aktivität 
wurde berechnet indem der Quotient aus der Firefly Luciferase-Aktivität und der Renilla 





2.2.5.1 In vitro Synthese von Proteinen 
 
Zur in vitro Synthese wurde das TNTTM Coupled Reticulocyte Lysate System (Promega) 
benutzt. Jeder Ansatz (50 µl) enthielt 25 µl Retikulozyten-Lysat, 2 µl Reaktionspuffer, 1 µl 
SP6-Polymerase, 1 µl Aminosäure-Mix, 2 µl RNasin (20 U/µl) und das DNA-Template 
(1 µg). Der Reaktionsansatz wurde für 90 min bei 30°C inkubiert. 
 
 
2.2.5.2 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 
 
Der Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) dient zum Nachweis einer Protein-DNA 
Interaktion in vitro. Dazu wird ein radioaktives DNA-Fragment mit einem Protein inkubiert. 
Im Falle einer Protein-DNA Interaktion wandern die Komplexe im nativen Polyacrylamidgel 
langsamer als die freie DNA und können mittels Autoradiografie als verzögerte Bande (Shift) 
dargestellt werden. Die Spezifität der Bindung kann durch die Verwendung eines Antikörpers 
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nachgewiesen werden, wobei der DNA-Protein-Antikörper-Komplex noch langsamer im Gel 
wandert und es zu einem „Supershift“ kommt. 
In dieser Arbeit wurde die Methode verwendet um die Interaktion von TIEG1 an den AS-
SRO zu analysieren. Hierzu wurde 1 µl das radioaktiv markierten doppelsträngigen 
Oligonukleotids (40.000 cpm/µl) mit 10 µl Bindepuffer, 2 µl des in vitro synthetisierten 
Proteins und gegebenenfalls mit 1 µl Antikörper bei RT 20 min inkubiert. Nach der 
Inkubation erfolgte eine Auftrennung durch eine Gelelektrophorese (100 V,  2 – 2 ½ h). 
Anschließend wurde das Gel getrocknet und mit einem Röntgen-Film (Biomax MS, Kodak) 
zwischen 6 und 16 h exponiert. 
 
Bindepuffer:  35,8 mM  HEPES (pH 7,8) 
   43,2 mM  KCl 
   1,42 mM  MgCl2
   2,84 mM DTT 
   5,37%   Glycerin 
   3%   Ficoll 
   2 µg   poly dIdC 
 
Acrylamid-Gel: 5 ml   10x TBE 
   13,3 ml  Rotiphorese Gel 30 
   81 ml   H2O 
   500 µl   10% APS 
   150 µl  TEMED 
 
Laufpuffer:  950 ml  H2O 
   50 ml  10x TBE 
 
 
2.2.5.3 Annealing der Oligonukleotide 
 
Zur Anlagerung der beiden Oligonukleotide wurden jeweils 50 µl der komplementären 
Oligonukleotide (100 µM) mit 50 µl 1M Tris (pH 7,6 – 8,0) und 50 µl H2O gemischt. Der 
Ansatz wurde 3 min bei 95°C inkubiert und dann langsam auf RT abgekühlt. 
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2.2.5.4 Radioaktive Markierung der Oligonukleotide 
 
10 µl der doppelsträngigen Oligonukleotide (25 µM) wurden mit 1 µl T4-Polynukleotid-
Kinase, 5 µl 10x Kinase-Puffer und 5 µl [γ-32P] ATP (1,85 MBq) in einem Gesamtvolumen 
von 50 µl gemischt und 45 min bei 37°C inkubiert. Die Oligonukleotide wurden anschließend 




2.2.5.5 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli, 
1970) 
 
Proteine wurden in diskontinuierlichen, denaturierenden Polyacrylamidgelen (10%) 
elektrophoretisch in einer Mini-Proteingelapparatur (BIORAD) aufgetrennt. Die 
Proteinproben wurden vorher 5 min bei 95 °C in 4x SDS Probenpuffer denaturiert und in 1x 
SDS-Laufpuffer bei 20 - 30 mA ca. 2 – 4 h aufgetrennt.  
 
10% APS-Lösung:  10% Ammoniumpersulfat 
 
4x Trenngelpuffer:  1,5 M Tris-HCl, pH 8,8 
0,4% SDS 
 
4x Sammelgelpuffer:  0,5 M Tris-HCl, pH 6,8 
0,4% SDS 
 
10x SDS-Laufpuffer:  1,25 M Tris-Base 
2 M Glycin 
1% SDS 
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Trenngel 10% (für 2 Gele)  4x Trenngelpuffer  2,5 ml 
Rotiphorese Gel 30  3,33 ml  
H2O    4,09 ml 
APS (10%)   150 µl 
TEMED   15 µl 
 
 
Sammelgel (für 2 Gele)  4x Sammelgelpuffer  2,5 ml 
Rotiphorese Gel 30  1,3 ml  
H2O    6,2 ml 
APS (10%)   150 µl 
TEMED   15 µl 
 
 
2.2.5.6 Proteintransfer und -nachweis (Western-Blot) 
 
Zum Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond™-c extra, Amersham) 
wurde das Semi-dry-Verfahren (Transfer-Apparatur der Firma BIO-RAD) angewendet. Dazu 
wurde auf der (Graphit)-Anode ein Blot in folgender Reihenfolge aufgeschichtet: Drei Lagen 
Whatman 3MM-Papier, eine Hybond™-c-Membran, das Proteingel und abschließend drei 
Lagen Whatman 3MM-Papier (alle Komponenten wurden mit Transfer-Puffer angefeuchtet). 
Der Transfer erfolgte für 1,5 – 2 h bei 1.5 mA/cm². Zum Nachweis der Proteine wurden 
zunächst freie Bindungsstellen auf der Membran mit Blockierlösung abgesättigt 
(Inkubationszeit 30 min). Anschließend wurde die Membran mit dem 1. Antikörper in 
Blockierlösung für 1 h bei RT oder über Nacht bei 4 °C inkubiert. Der Antikörper wurde in 
einer Verdünnung von 1:1000 eingesetzt. Die Membran wurde 3x mit PBS gewaschen und für 
1 – 3 h mit einem Meerrettich-Peroxidase-konjugierten Zweit-Antikörper (PIERCE; 1:1000 in 
Blockierlösung) bei RT inkubiert. Nach 4-maligem Waschen mit PBS wurde der Western-
Blot entwickelt. Hierzu wurde das SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate 
(PIERCE) verwendet. Es wurden 750 µl der SuperSignal West Dura Luminol/Enhancer 
Solution mit 750 µl der SuperSignal West Dura Stable Peroxide Solution gemischt. Der Blot 
wurde anschließend 5 min in dieser Lösung inkubiert, die überschüssige Flüssigkeit 
abgegossen und der Blot in Haushaltsfolie eingeschlagen. Ein Röntgen-Film (Fuji) wurde 
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Transfer-Puffer:  5,82 g/l Tris-Base 
2,93 g/l Glycin 
3,75 ml 10% SDS 
200 ml Methanol 
ad 1000 ml bidest Wasser 
 
Blockierlösung:  4% Magermilchpulver in PBS 
 
 
2.2.6 Statistische Analyse 
 
Die statistischen Analysen wurden mit dem R Software Paket (http://www.r-project.org) 
durchgeführt. Um den multiallelischen TDT (mTDT) durchzuführen, wurde das Software 
Paket gap benutzt, das sich auf Sham (1997) bezieht. Der mTDT wurde benutzt um die 
Assoziation der Haplotypen zu bestimmen. Der biallelische TDT wurde wie bei Spielman et 
al. (1996) beschrieben durchgeführt. Die Haplotypphasen in den zu untersuchenden Familien 
wurden mittels Familiengenotypen aufgelöst. Verbleibende Mehrdeutigkeiten konnten 
vollständig eliminiert werden, indem nur Haplotypen erlaubt wurden, die in einem 
Deletionspatientenkollektiv vorkamen. Alle 2 x 2 Kontingenz Tafeln wurden mit dem Fisher's 
Exact Test getestet. 3 x 2 Kontingenztafeln wurden mit dem Pearson's χ2 Test beurteilt. Alle 
Loci wurden einem goodness-of-fit Test für das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (HWG) 
unterzogen. Kein Locus zeigte eine Abweichung vom HWG (P > 0,4). 
Die Haplotyp-Blockstruktur wurde mit Hilfe der Software Haploview (Barrett et al., 2005) 
untersucht. Paarweises Kopplungsungleichgewicht zwischen den Polymorphismen wird als D' 
(ein normalisierter Wert, um die Stärke des Kopplungsungleichgewichts zu beurteilen) 
ausgedrückt. Haplotyp-Blöcke wurden mit dem 4-Gameten Regel Algorithmus berechnet. 
Die Beziehung zwischen den Haplotypen des AS-SRO und den Haplotypen des PWS-SRO 
wurde mit dem Median Joining Algorithmus (Bandelt et al., 1999) bestimmt, wofür die 
Software Network 4.1.1.0 (http://www.fluxus-engineering.com) benutzt wurde. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Identifizierung von Cis-Faktoren, die möglicherweise das Risiko von Epimutationen 
auf dem Chromosom 15 modifizieren 
 
Etwa 1% der Patienten mit PWS und 4% der Patienten mit AS haben einen Imprinting Defekt 
(ID). Die Patienten haben scheinbar normale Chromosomen 15 biparentaler Herkunft, jedoch 
weist das paternale Chromosom bei Patienten mit PWS eine maternale Prägung auf, 
wohingegen das  maternale  Chromosom  bei  Patienten  mit  AS  eine  paternale  Prägung  
aufweist. Bei 10 – 15% der Patienten wird der Imprinting Defekt durch eine Deletion im 
Imprinting Center verursacht (IC) (Buiting et al., 1995). In der Mehrzahl der Patienten mit 
einem Imprinting Defekt, ist der Defekt jedoch eine primäre Epimutation, die spontan in 
Abwesenheit von DNA Sequenzveränderungen auftritt (Buiting et al., 2003).  
 
 
3.1.1 Sequenzvarianten im Imprinting Center 
 
Das Imprinting Center besteht aus zwei kritischen Elementen, dem AS-SRO und dem PWS-
SRO, und reguliert in cis die DNA Methylierung, die Genexpression und die 
Chromatinstruktur der geprägten Region 15q11-q13. Der PWS-SRO wird für die post-
zygotische Aufrechterhaltung des väterlichen Imprints im frühen Embryo benötigt (Bielinska 
et al., 2000; El-Maarri et al., 2001). Der AS-SRO interagiert möglicherweise mit dem PWS-
SRO um den mütterlichen Imprint in der weiblichen Keimbahn zu etablieren (Dittrich et al., 
1996; Shemer et al., 2000; Perk et al., 2002). Die molekularen Mechanismen sind unbekannt, 
aber es sind möglicherweise Trans-Faktoren involviert, die an den AS-SRO und den PWS-
SRO binden (Kantor et al., 2004a; Kantor et al., 2004b). Daher ist es möglich, dass es DNA 
Sequenzvarianten in den Protein-Bindestellen gibt, die die Bindung von Trans-Faktoren und 
somit den epigenetischen Status der chromosomalen Domäne beeinflussen. 
In vorhergehenden Studien in unserem Labor wurden durch Sequenzanalysen des AS-SRO 
vier SNPs (single nucleotide polymorphism) und eine 4-bp große Insertion/Deletion im AS-
SRO (P1, rs2075814; P2, rs2736711; P3, rs36061418; P4, rs35207533; P5, rs17114852) 
sowie ein SNP 9 bp distal des AS-SRO (P6, rs17785249) identifiziert. Der PWS-SRO ist 
wenig polymorph, jedoch wurden zwei SNPs im Intron 1, direkt distal des PWS-SRO 
identifiziert, P9 (rs220028) und P10 (rs4906940) (Buiting et al., 2003; Buiting et al., 1998b). 
P9 ist schon als MspI Polymorphismus beschrieben worden (Buiting et al., 1998b). Mittels 
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Datenbanksuche wurden zwei weitere Polymorphismen identifiziert: ein SNP 1,4 kb distal des 
AS-SRO (P7, rs2355600) und ein SNP im PWS-SRO, 367 bp stromaufwärts des Exon 1 von 





Abb. 3.1: Übersicht über die IC Region. Die Position der Polymorphismen ist durch vertikale Linien dargestellt. 
Im Text werden sie als P1 – P10 bezeichnet (vom Centromer zum Telomer). Schwarze Boxen kennzeichnen die 
SNURF-SNRPN Exons. Polymorphismen, die mit Assays-by-Design analysiert wurden, sind mit einer Raute 




3.1.2 Analyse der Haplotypstruktur des Imprinting Centers 
 
Als erstes habe ich die Haplotypstruktur der IC Region bestimmt. Da Patienten mit AS bzw. 
PWS und einer großen de novo Deletion des Bereichs 15q11-q13 nur eine Kopie dieser 
Region haben, konnten die Haplotypen experimentell bestimmt werden. Um die Anzahl der 
Haplotypen zu erhöhen wurde zusätzlich der nicht-transmittierte Haplotyp der Eltern 
bestimmt. Dazu wurde der Haplotyp von PWS Deletions-Patienten mit dem Genotyp der 
Mutter und der Haplotyp von AS Deletions-Patienten mit dem Genotyp des Vaters 
verglichen. Die zehn Polymorphismen wurden in 110 Patienten mit PWS und 16 Müttern und 
in 71 Patienten mit AS und 65 Vätern analysiert. Somit erhielt man insgesamt 262 
Haplotypen. 
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Mittels der Software Haploview wurden zwei Bereiche (Haplotyp-Blöcke) identifiziert, die 
ein Kopplungsungleichgewicht aufweisen (Abb. 3.2). Ein Haplotyp-Block umfasst die 
Polymorphismen P1 – P6, der andere umspannt die Polymorphismen P8 – P10. Der 
Polymorphismus P7 liegt zwischen den beiden Blöcken. Zusätzlich wurden noch die Daten 
des International Hap Map Projektes analysiert. Von den zehn Polymorphismen, die in dieser 
Arbeit untersucht wurden, sind die Polymorphismen P1, P2, P5, P6, P7, P8 und P9 im Hap 
Map Projekt untersucht worden. Auch die Hap Map Daten zeigen, dass der PWS-SRO und 
der AS-SRO auf verschiedenen Haplotyp-Blöcken liegen (ohne Abbildung). Daher wurden 


























Abb. 3.2: Haplotyp Struktur des IC. Jedes Quadrat repräsentiert einen paarweisen Vergleich zwischen zwei 
Polymorphismen (P1 – P10). Die Werte für D' (x 100) sind in den Quadraten angegeben. Rote Quadrate 
kennzeichnen paarweise D'-Werte = 1 und ein statistisch signifikantes Kopplungsungleichgewicht zwischen den 
beiden Polymorphismen. Blaue Quadrate kennzeichnen auch paarweise D'-Werte = 1, aber ohne statistische 
Signifikanz. Hellrote, rosa und weiße Quadrate kennzeichnen paarweise D'-Werte < 1, hellrote und rosa mit 
statistischer Signifikanz, und weiße Quadrate ohne statistische Signifikanz. Die zwei Haplotyp-Blöcke sind als 
dreieckige Regionen gekennzeichnet. 
 
 
3.1.3 Die Haplotypen des AS-SRO 
 
Für den AS-SRO wurden sechs unterschiedliche Haplotypen identifiziert (Tabelle 3.1). Ein 
Haplotyp (H-AS1) ist relativ häufig und wurde in 49% der Fälle gefunden. Der nächst 
häufigere Haplotyp (H-AS2) kommt in 23% der Fälle vor. Drei Haplotypen sind relativ selten 
(H-AS3, H-AS4 und H-AS5) und ein Haplotyp wurde nur ein Mal gefunden (H-AS6). 
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Tabelle 3.1: Haplotypen des AS-SRO 
Haplotypen P1 P2 P3 P4 P5 P6 Anzahl Frequenz [%] 
H-AS1 A G TATG C G C 129 49,2 
H-AS2 A A TATG C G T 61 23,3 
H-AS3 G G del C G C 34 13,0 
H-AS4 A G TATG C T C 21 8,0 
H-AS5 A G TATG G G C 16 6,1 
H-AS6 A G TATG C G T 1 0,4 
gesamt             262   
 
 
Um die Beziehung der Haplotypen zu untersuchen wurde der Median Joining Algorithmus 
benutzt (Abb. 3.3). Die zweit- und dritthäufigsten Haplotypen H-AS2 und H-AS3 
unterscheiden sich in zwei Polymorphismen vom häufigsten Haplotyp. Die drei seltenen 
Haplotypen H-AS4, H-AS5 und H-AS6 unterscheiden sich nur in einem Polymorphismus von 















Abb. 3.3: Netzwerk der Haplotypen des AS-SRO. Jeder Kreis repräsentiert einen Haplotyp. Die Fläche jedes 
Kreises ist proportional zur Frequenz des Haplotyps. Die Polymorphismen in denen sich die Haplotypen 
unterscheiden sind an den Verbindungslinien angegeben. 
 
 
3.1.4 Die Haplotypen des PWS-SRO 
 
Für den PWS-SRO wurden vier unterschiedliche Haplotypen identifiziert (Tabelle 3.2), zwei 
häufige und zwei seltene. Die beiden häufigen Haplotypen H-PWS1 und H-PWS2 traten mit 
einer Häufigkeit von 60% bzw. von 35% auf. Die beiden seltenen Haplotypen H-PWS3 und 
H-PWS4 wurden in 4% bzw. 0,4% der Fälle gefunden. 
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Tabelle 3.2: Haplotypen des PWS-SRO 
Haplotypen P8 P9 P10 Anzahl Frequenz [%] 
H-PWS1 T C A 158 60,3 
H-PWS2 C T T 92 35,1 
H-PWS3 T T A 11 4,2 
H-PWS4 C C A 1 0,4 
gesamt       262   
 
 
Die beiden häufigen Haplotypen unterscheiden sich in allen drei Polymorphismen. Die beiden 
seltenen Polymorphismen unterscheiden sich nur in einem Polymorphismus vom häufigsten 



















Abb. 3.4:  Netzwerk der Haplotypen des PWS-SRO. Jeder Kreis repräsentiert einen Haplotyp. Die Fläche jedes 
Kreises ist proportional zur Frequenz des Haplotyps. Die Polymorphismen in denen sich die Haplotypen 
unterscheiden sind an den Verbindungslinien angegeben. 
 
 
3.1.5 Assoziationsstudien der IC Sequenzvarianten 
 
Um IC Sequenzvarianten, die mit einer genetischen Prädisposition für einen Imprinting Fehler 
assoziiert sind zu identifizieren, wurde eine Kohorte aus 48 AS-ID Trios (betroffenes Kind, 
Mutter, Vater) und 41 PWS-ID Trios genotypisiert. Um auf Assoziation zu testen wurde der 
Transmissions Disequilibrium Test (TDT) benutzt. Der TDT ist ein familienbasierter 
Assoziationstest mit dem bestimmt werden kann, wie häufig ein bestimmtes Allel oder 
Haplotyp von einem heterozygoten Elternteil an ein betroffenes Kind weitergegeben wird, d. 
h. es wird die Transmissionsrate eines prädisponierenden Allels untersucht. Wird ein Allel 
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überzufällig häufig, d. h. in mehr als 50% der Fälle an das betroffene Kind weitergegeben, so 
würde man erwarten, dass dieses Allel krankheitsverursachend ist. Ein Vorteil des TDT ist, 
dass er unabhängig von der Populationsstruktur ist, was wichtig für diese Studie ist, da die 
Familien weltweit rekrutiert worden sind. Weiterhin berücksichtigt ein familienbasierter Test, 
ob der betroffene Haplotyp vom Vater oder von der Mutter vererbt wird. Für die Haplotypen 
wurde ein biallelischer TDT benutzt, für die einzelnen Polymorphismen und Kombinationen 
der Polymorphismen ein multiallelischer TDT. Bei den PWS-ID Trios wurde keine 
präferentielle Transmission eines Allels oder eines Haplotyps beobachtet. Bei den AS-ID 
Trios wurde der Haplotyp H-AS3 häufiger als erwartet von den Müttern weitergegeben (P = 
0,058); (Tabelle 3.3). Der multiallelische TDT zeigte einen Trend für eine erhöhte 
Transmission des G Allels des Polymorphismus P1 und des 4bp Deletions Allels des 
Insertions-Deletions Polymorphismus P3 (P = 0,058); (Tabelle 3.4). Weiterhin wurden 
signifikante P-Werte (P = 0,021) für drei Kombinationen der Polymorphismen P1, P3 und P4 
gefunden (Tabelle 3.4). Das G Allel des Polymorphismus P1, das 4bp Deletions Allel des 
Polymorphismus P3 und das C Allel des Polymorphismus P4 wurden überzufällig häufig 
weitergegeben. Interessanterweise sind das G Allel des Polymorphismus P1 und das 4bp 
Deletions Allel des Polymorphismus P3 nur im Haplotyp H-AS3 vorhanden. Auch im 
Schimpansen, Gorilla, Orang-Utan, Makaken, Pavian und Wollaffen (Robert Nicholls und 
Kentaro Yamasaki, persönliche Mitteilung) konnten diese Allele nicht gefunden werden. 
In den Patienten mit AS wurden nur zwei seltene Varianten im AS-SRO in je einem Patienten 
gefunden, die beide im Haplotyp H-AS1 vorkommen. Eine Variante (eine T Insertion bp 
6525-6526 (Buiting et al., 2003)) wurde vom Vater des Patienten vererbt. Die andere (6048 
C/G [GenBank accession number AF148319]) wurde von der Mutter des Patienten vererbt. 
 
Tabelle 3.3: Ergebnisse des biallelischen TDT  
Haplotypen des 














H-AS1 0,513 0,429 0,67 0,45 
H-AS2 0,225 0,353 0,527 0,4 
H-AS3 0,058 0,8 0,739 0,44 
H-AS4 0,706 0,429 0,317 0,67 
H-AS5 0,18 0,8 0,317 0,67 
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Tabelle 3.4: Ergebnisse des multiallelischen TDT     
Polymorphismen des AS-SRO 








P1 0,058 3,6 1 
P2 0,197 1,67 1 
P3 0,058 3,6 1 
P4 0,18 1,8 1 
P5 0,706 0,14 1 
P6 0,197 1,67 1 
P1/P3 0,058 3,6 1 
P1/P4 0,021 7,75 2 
P3/P4 0,021 7,75 2 
P1/P3/P4 0,021 7,75 2 
 
 
3.2 Analyse von indirekten Trans-Faktoren, die möglicherweise das Risiko von 
Epimutationen auf dem Chromosom 15 modifizieren 
 
Es ist möglich, dass die spontane Epimutationsrate auch durch Trans-Faktoren modifiziert 
wird. Direkte Trans-Faktoren, die an den AS-SRO oder den PWS-SRO binden, sind bisher 
nicht bekannt, aber ein guter Kandidat für einen indirekten Trans-Faktor ist das 5,10-
Methylentetrahydrofolat Reduktase (MTHFR) Gen. MTHFR spielt eine wichtige Rolle im 
Folat-Metabolismus, bei der DNA Methylierung und bei der DNA Synthese. MTHFR 
katalysiert die Reduktion von 5,10-Methylentetrahydrofolat zu 5-Methyltetrahydrofolat, 
welches wiederum von der Methionin Synthase für die Methylierung von Homocystein zu 
Methionin genutzt wird. Methionin ist der Vorläufer des S-Adenosyl-L-Methionins (SAM), 
das als Methyl-Donor für DNA und Histon Methyltransferasen dient.  Eine 677C>T 
Transition im MTHFR Gen führt zu einem thermolabilen Protein mit reduzierter 
enzymatischer Aktivität (Frosst et al., 1995). Veränderungen in der MTHFR Aktivität 
beeinflussen den Level von SAM und verschiedene Studien haben gezeigt, dass Homozygotie 
für das T Allel mit einer globalen genomischen DNA Hypomethylierung assoziiert ist (Friso 
et al., 2002; Stern et al., 2000; Paz et al., 2002; Castro et al., 2004). Obwohl Imprints gegen 
globale Änderungen der DNA Methylierung geschützt zu sein scheinen (Morgan et al., 2005), 
ist es möglich, dass reduzierte Level von SAM in den weiblichen Keimzellen das Risiko für 
eine fehlende oder unvollständige Etablierung des mütterlichen Methylierungsimprints 
erhöhen könnten. 
Um zu untersuchen, ob eine Homozygotie des MTHFR 677T Allels die Etablierung des 
maternalen Imprints beeinflusst, habe ich 52 Mütter von Patienten mit AS und einem 
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Imprinting Defekt genotypisiert. Da die Trios weltweit rekrutiert wurden, wurden die Väter 
als Kontrollen benutzt, da sie mit hoher Wahrscheinlichkeit zur selben ethnischen Gruppe wie 
die Mütter gehören. Die Verteilung der Genotypen von 52 Müttern und 50 Vätern von 
Patienten mit AS und einem Imprinting Defekt ist in Tabelle 3.5 dargestellt. Mittels des 
Fisher's Exact Test konnte gezeigt werden, dass die Frequenz des 677TT Genotyps in Müttern 
signifikant erhöht ist (P = 0,028). Das Odds Ratio beträgt 5,71 mit einem 95% Konfidenz 
Interval (KI) von 1,18 – 27,56 (Pearson's χ2 für eine 3 x 2 Kontingenz: χ2 = 7,76, df = 2, P = 
0,021). Man kann die Genotypen der Väter nur als Kontrolle nutzen, wenn der paternale 
Genotyp nicht das Risiko einer Epimutation auf dem maternalen Allel beeinflusst. Obwohl 
dieses Szenario unwahrscheinlich ist, wurden Odds Ratio und P-Wert mit den Genotyp 
Frequenzen, die von van der Put et al. (1998) bestimmt wurden, berechnet. Die Genotyp 
Frequenzen in dieser Population sind ähnlich zu den Frequenzen der Väter, die in dieser 
Studie benutzt wurden. Mit diesen Daten wurde ein Odds Ratio von 2,43 mit einem 95% KI 
von 1,12 – 5,24 und einem P-Wert von 0,028 (Pearson's χ2 für eine 3 x 2 Kontingenz: χ2 = 
6,94, df = 2, P = 0,031) erhalten. 
 
Tabelle 3.5: Verteilung der MTHFR Genotypen 
Gruppe Genotyp Anzahl Frequenz [%] 
Mütter CC 19 37 
 CT 23 44 
 TT 10 19 
Väter CC 29 58 
 CT 19 38 
  TT 2 4 
 
 
3.3 Identifizierung von Trans-Faktoren, die an den AS-SRO binden 
 
Der AS-SRO interagiert möglicherweise mit dem PWS-SRO, um den mütterlichen Imprint in 
der weiblichen Keimbahn zu etablieren (Dittrich et al., 1996; Shemer et al., 2000; Perk et al., 
2002). Dabei sind möglicherweise Trans-Faktoren involviert, die an den AS-SRO und den 
PWS-SRO binden (Kantor et al., 2004a; Kantor et al., 2004b). Um Trans-Faktoren zu 
identifizieren, die an den AS-SRO binden, wurde von Barbara Gärtner-Ruprecht 
(Kinderklinik Mainz) ein Yeast-One-Hybrid Screen mit einer menschlichen Ovar cDNA 
Bibliothek (Clontech) durchgeführt. Dazu wurden sechs überlappende Fragmente des AS-
SRO (bp 5942 – 6822 [GenBank accession number AF148319]) benutzt (Tabelle 3.6 und 
Abb. 3.5).  
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Tabelle 3.6: Die Fragmente des 
AS-SRO mit ihren Positionen 
Fragment Position 
AS1 bp 5791 - 6005 
AS2 bp 5981 - 6187 
AS3a bp 6166 - 6305 
AS3b bp 6262 - 6375 
AS4 bp 6354 - 6583 
AS5 bp 6575 - 6822 
 
 
Das Fragment AS2 beinhaltet den Polymorphismus P1, das Fragment AS3b den 
Polymorphismus P3. Der Screen wurde mit dem A Allel des Polymorphismus P1 und dem 4 
bp Insertions Allel des Polymorphismus P3 durchgeführt. Diese Allele sind nicht mit einem 
erhöhten Risiko für einen Imprinting Defekt assoziiert. 
 
 







P1Polymorphismus P2 P3 P4 P5 P6
 
Abb. 3.5: Überblick über den AS-SRO mit den sechs Polymorphismen und den Fragmenten, die beim Yeast-
One-Hybrid Screen verwendet wurden. Nicht maßstabsgetreu. 
 
 
Für das Fragment AS1 wurden insgesamt 45 Klone gefunden, für das Fragment AS2 24, für 
das Fragment AS3a 35, für das Fragment AS3b 33, für das Fragment AS4 7 und für das 
Fragment AS5 4 Klone. Die Verifizierung dieser Klone erfolgte durch die im Folgenden 
beschriebenen Standardverfahren. Zunächst wurden die spezifischen Interaktionen in einem 
reverse-one-hybrid Experiment überprüft. Dazu erfolgten Retransformationen eines Hefe-
LacZ-Stammes, mit identischen AS-SRO Subfragmenten und anderen Promoter- und 
Reporterelementen. Die DNA Bindekapazität wurde über β-Gal Expression mittels Filter Lift 
Assays ausgetestet. Da die Fragmente AS2 und AS3b die Polymorphismen P1 und P3 
enthalten, haben wir uns auf die cDNA Klone, die für diese Fragmente gefunden wurden, 
konzentriert. Für das AS2 Fragment konnten fünf putative Bindefaktoren verifiziert werden. 
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Dieses sind TIEG1 (TGFβ-inducible early gene 1), Nucleoporin 98, eine Seryl t-RNA 
Synthetase, eine Phospholipase C-like 2 und die cDNA FLJ12918. Für das AS3b Fragment 
konnten 2 Klone verifiziert werden, CystatinC und die cDNA FLJ 12357. Von diesen Klonen 
schien TIEG1 ein viel versprechender Kandidat zu sein. Für TIEG1 wurden drei verschiedene 
cDNA Klone, die unterschiedliche Bereiche des TIEG1 Gens repräsentieren, identifiziert.  
TIEG1 wurde ursprünglich in menschlichen Osteoblasten nach einer TGFβ Behandlung 
identifiziert (Subramaniam et al., 1995). Es gehört zur Familie der Sp1-ähnlichen/KLF 
(Specificity Protein 1/Krüppel-like Factor) Transkriptionsfaktoren und besteht aus 480 
Aminosäuren. Am C-Terminus enthält TIEG1 drei Sp1-ähnliche Zink-Finger DNA-
Bindedomänen und am N-Terminus drei Repressions-Domänen (Subramaniam et al., 1995; 
Cook et al., 1999). TIEG1 wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert. Northern Blot 
Analysen zeigen hohe TIEG1 mRNA Level in peripheren Leukozyten, in der Milz und im 
Dickdarm und niedrigere Level im Thymus, im Dünndarm, in den Ovarien und in der Prostata 
(Fautsch et al., 1998). Zudem wurde eine hohe Expression von TIEG1 in verschiedenen 
Muskeltypen, mit der höchsten Expression im Skelettmuskel, nachgewiesen (Subramaniam et 
al., 1995; Fautsch et al., 1998). Für TIEG1 sind unterschiedliche Funktionen bekannt. Es 
spielt eine wichtige Rolle im TGFβ/Smad Signaltransduktionsweg, bei der 
Zelldifferenzierung und Zellproliferation und bei der Apoptose (Tachibana et al., 1997; Cook 
et al., 1998, Johnsen et al., 2002a; Johnsen et al., 2002b; Johnsen et al., 2002c). Zudem haben 
verschiedene Studien gezeigt, dass TIEG1 als Transkriptionsrepressor wirkt, indem es an CG-
reiche/Sp1-ähnliche DNA-Sequenzen bindet (Cook et al., 1999, Tanabe et al., 2002). 
Die Funktion von TIEG1 als Transkriptionsrepressor passt zu der von uns vorgeschlagenen 
Modellvorstellung, dass in der weiblichen Keimbahn ein Trans-Faktor, der als Repressor 
agiert, an den AS-SRO bindet und das SNURF-SNRPN Gen stilllegt. Im Anschluss kommt es 
zu einer de novo Methylierung des PWS-SRO und zur Inaktivierung aller weiteren geprägten 
Gene auf dem maternalen Chromosom. Die Rolle, die TIEG1 beim maternalen Imprinting 
spielen könnte, sollte daher im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. 
 
 
3.3.1 Analyse des Effektes von TIEG1 auf den AS-SRO 
 
Um eine reprimierende Wirkung von TIEG1 auf das IC in 15q11-q13 zu untersuchen, habe 
ich Luciferase-Reportergen Assays mit dem Fragment AS2 durchgeführt. AS2 enthält ein 
repetitives Element, ein MER5A Repeat (bp 5904 – 6067 [GenBank accession number 
AF148319]). Für die Luciferase-Reporter Experimente wurde das AS2 Fragment ohne das 
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MER5A Repeat in den Reporter Vektor pGL3-Control ligiert, und zwar 5´ des SV40 
Promoters (Abb. 3.6). Das Konstrukt wird im Folgenden als pGL3-AS2´ bezeichnet. Da zu 
diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt war, an welcher Position TIEG1 genau bindet (siehe 
auch 3.3.2) sollten sterische Effekte ausgeschlossen werden und ein Spacer zwischen das 
AS2´ Fragment und den SV40 Promoter integriert werden. Dazu wurden 162 bp der Sequenz 
3´ des AS2´ Fragments verwendet (pGL3-AS2´ext) (Abb. 3.6). Die cDNA der kodierenden 
Region für TIEG1 wurde durch PCR an einer humanen Testis cDNA amplifiziert und 
zunächst in das Plasmid pCR®II-TOPO® inseriert. Aus einem Klon, der die cDNA in der 
richtigen Orientierung enthielt wurde diese mit den Restriktionsendonukleasen XhoI und 
















Abb. 3.6: Schematische Darstellung der Konstrukte für die Luciferase-Reportergen Assays. 
 
 
Es folgte eine transiente Transfektion von CHO-K1 Zellen. Dazu wurden 100 ng der 
entsprechenden Reporterkonstrukte (pGL3-Control, pGL3-AS2´ oder pGL3-AS2´ext) und 
300 ng des für TIEG1 kodierenden Plasmids eingesetzt, sowie zur Normalisierung der 
Transfektionseffizienz 10 ng des pGL4.74[hRluc/TK] Vektors. Die Luciferase-Aktivität ist 
als Quotient aus der Firefly Luciferase-Aktivität und der Renilla Luciferase-Aktivität 
dargestellt. Die Luciferase-Aktivität der Zellen, die mit dem pGL3-Control Vektor transfiziert 
waren, wurde als Referenzwert (100%) definiert (Abb. 3.7). Zellen, die zusätzlich mit TIEG1 
transfiziert wurden, zeigen eine deutlich reduzierte Luciferase-Aktivität. Der Grad der 
Repression der Luciferase-Aktivität der pGL3-AS2´ und pGL3-AS2´ext Konstrukte, der 
beobachtet wurde, wenn die Zellen mit TIEG1 co-transfiziert wurden, liegt jedoch im 
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ähnlichen Bereich wie beim pGL3-Control Vektor. Das bedeutet, die Repression spiegelt 
wahrscheinlich nur den Einfluss von TIEG1 auf den SV40 Promoter wider. Der Grund dafür 
sind vermutlich mehrere Sp1-Bindestellen innerhalb dieses Promoters. Cook et al. (1999) 
haben gezeigt, das TIEG1 an GC-reiche Sp1-ähnliche cis-regulatorische Sequenzen bindet 
und Promotoren, die GC-reiche Sequenzen enthalten reprimiert. Falls TIEG1 nur eine geringe 
reprimierende Wirkung durch Bindung an das AS2 Fragment ausübt, könnte der Effekt durch 
die direkte, starke Repression des SV40 Promoters überdeckt werden. 
 
 
Abb. 3.7: Luciferase Aktivitäten des pGL3 Control Vektors und der Konstrukte pGL3-AS2´ und pGL3-AS2´ext 




Um eine Bindung von TIEG1 an den Promoter des Luciferase-Vektors auszuschließen, 
wurden Reporter-Konstrukte mit Promotoren, die keine Sp1-Bindestelle besitzen, hergestellt. 
Dafür wurden ein E2 (early region) Promoter-Fragment des Adenovirus Serotyp 12 (Ad12) 
und ein ACE2 (angiotensin converting enzyme 2) Promoter-Fragment verwendet. Das Ad12 
E2 Promoter-Fragment wurde aus dem E2Ad12 (140 bp)-CAT Konstrukt (Fax et al., 2000) 
amplifiziert und enthält nur eine Sp1 Bindestelle. Das ACE2 Promoter-Fragment wurde aus 
dem ACE2 Promoter Deletionskonstrukt -202 (Senkel et al., 2005; Fig. 5), amplifiziert und 
enthält keine Sp1 Bindestelle. Diese beiden Konstrukte wurden uns freundlicherweise von 
Prof. Esche aus dem Institut für Molekularbiologie und von Prof. Ryffel aus dem Institut für 
Zellbiologie am Universitätsklinikum Essen zur Verfügung gestellt. Das Ad12 E2 Promoter-
Fragment wurde über die Restriktionsschnittstellen BglII und HindIII in den pGL3-Basic 
Vektor, der keinen Promoter enthält, inseriert (pGL3-E2Ad12). Danach wurden die Fragmente 
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AS2 und AS2ext in die Restriktionsschnittstellen MluI und XhoI 5´ des Promoters einkloniert 
(Abb. 3.8). Die Konstrukte wurden als pGL3-E2Ad12-AS2 und pGL3-E2Ad12-AS2ext 
bezeichnet. Da bei den vorherigen Experimenten kein Effekt von TIEG1 auf das AS2 
Fragment beobachtet wurde, ist es auch möglich, dass die TIEG1 Bindestelle im MER5A 
Repeat liegt. Daher wurde diesmal das komplette AS2 Fragment mit dem MER5A Repeat 
verwendet. Auch im HSV-TK Promoter des pGL4.74[hRluc/TK] Vektors befinden sich 
mehrere Sp1-Bindestellen. Daher wurde der HSV-TK Promoter mit KpnI und HindIII aus 
diesem Vektor herausgeschnitten und das ACE2 Promoter-Fragment in diese Schnittstellen 













Abb. 3.8: Schematische Darstellung der Konstrukte für die Luciferase-Reportergen Assays mit den AS2 bzw. 
AS2ext Fragmenten 5´ des Ad12 E2 Promoterfragments 
 
 
Danach wurden CHO-K1 Zellen wie oben beschrieben mit diesen Konstrukten transient 
transfiziert. Die Luciferase-Aktivität von Zellen die mit dem pGL3-E2Ad12 Konstrukt 
transfiziert waren, wurde als Referenzwert (100%) definiert (Abb. 3.9). Zellen, die mit diesem 
Konstrukt und mit TIEG1 co-transfiziert wurden, zeigen keine signifikante Änderung der 
Luciferase-Aktivität. Das bedeutet TIEG1 hat keinen Effekt auf das Ad12 E2 Promoter-
Fragment. Jedoch kommt es mit den Konstrukten pGL3-E2Ad12-AS2 und pGL3-E2Ad12-
AS2ext bei einer Co-Transfektion mit TIEG1 auch zu keiner signifikanten Änderung der 
Luciferase-Aktivität. 
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Abb. 3.9: Luciferase Aktivitäten der Konstrukte pGL3-E2Ad12, pGL3-E2Ad12-AS2 und pGL3-E2Ad12-AS2ext 
ohne Co-Transfektion von TIEG1 und mit Co-Transfektion von TIEG1. Es wurden sechsfach Messungen 
durchgeführt und die Standardabweichung berechnet. 
 
 
3.3.2 Eingrenzung der Bindestelle von TIEG1 an den AS-SRO 
 
Um die Bindung von TIEG1 an den AS-SRO in einem unabhängigen experimentellen System 
zu überprüfen und gegebenenfalls die Bindestelle einzugrenzen, wurde ein Electrophoretic 
Mobility Shift Assay (EMSA) durchgeführt. Dazu wurde die für TIEG1 codierende cDNA in 
den Vektor pCS2+MT integriert und TIEG1 als Fusionsprotein mit einem c-myc-tag durch in 
vitro Synthese mit dem TNT-Retikulozyten-Lysat (Promega) hergestellt. Die Expression von 
TIEG1 wurde mittels Western Blot mit Hilfe eines Anti-c-Myc Antikörpers überprüft (ohne 
Abbildung). Es wurden insgesamt 13 doppelsträngige Oligonukleotide generiert, die das 
komplette AS2 Fragment überspannen (siehe Abb. 3.12). Die Oligonukleotide waren jeweils 
30 bp lang und überlappten um 15 bp. TIEG1 wurde mit den 13 verschiedenen 32P radioaktiv 
markierten Oligonukleotiden inkubiert. Die Ergebnisse für die Oligonukleotide 4 – 8 (ON-4 – 
ON-8) sind beispielhaft in Abbildung 3.10 dargestellt. Mit ON-6 konnte eine Bindung 
nachgewiesen werden, was an einem veränderten Migrationsverhalten des TIEG1-DNA 
Komplexes im Gel (Shift) zu erkennen ist (Abb. 3.10, Spur 11). Durch Zugabe eines Anti-c-
Myc Antikörpers kam es zu einem Supershift, wodurch die Spezifität des TIEG1-DNA 
Komplexes bewiesen werden konnte (Spur 12). Als Kontrolle wurde das Oligonukleotide mit 
dem unprogrammierten TNT-Retikulozyten-Lysat (d. h. die in vitro Synthese-Reaktion 
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erfolgte mit dem leeren pCS2+MT Vektor ohne die cDNA von TIEG1) inkubiert (Spur 10). 
Es sind noch weitere Banden zu erkennen (Spuren 10 – 12), die jedoch auch in der Spur mit 
dem unprogrammierten TNT-Retikulozyten-Lysat auftauchen. Hierbei handelt es sich 
offensichtlich um unspezifische Banden. Der Supershift ist nicht ganz deutlich zu erkennen, 
da sich auf fast der gleichen Höhe eine weitere unspezifische Bande befindet. Für die 
Oligonukleotide ON-1 bis ON-5 und ON-7 bis ON-13 konnte keine Bindung von TIEG1 




Abb. 3.10: Autoradiogramm des Electrophoretic Mobility Shift Assays. Spuren 1-4: ON-4, Spuren 5-8: ON-5, 
Spuren 9-12: ON-6, Spuren 13-16: ON-7, Spuren 17-20: ON-8. In der jeweils ersten Spur ist nur das 
Oligonukleotid aufgetragen, in der jeweils zweiten Spur das Oligonukleotid mit dem unprogrammierten 
Retikulozyten-Lysat, in der jeweils dritten Spur das Oligonukleotid mit TIEG1 und in der jeweils vierten Spur 
das Oligonukleotid mit TIEG1 und dem Anti-c-Myc Antikörper. 
 
 
Um die Bindestelle von TIEG1 weiter einzugrenzen, wurde TIEG1 mit einer Reihe von 
mutierten Versionen des Oligonukleotids ON-6, welche jeweils 3 bp Substitutionen 
enthielten, inkubiert (Abb. 3.11A). Die sechs ersten und sechs letzten Nukleotide von ON-6 
wurden nicht mutiert, da diese Nukleotide im mittleren Bereich der Oligonukleotide ON-5 
und ON-7 liegen. Würde TIEG1 in diesem Bereich binden, hätte man mit ON-5 und ON-7 
eine Bindung nachweisen müssen. Für ON-6.1, ON-6.2, ON-6.3 und ON-6.6 konnte eine 
Bindung von TIEG1 nachgewiesen werden (Abb. 3.11B). Das bedeutet die Basen, die in 
diesen Oligonukleotiden mutiert sind, sind nicht Teil der TIEG1 Core-Bindestelle. Der 
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Supershift, zu dem des durch die Zugabe des Anti-c-Myc Antikörpers kommt, ist allerdings 
nur bei ON-6.1 gut erkennbar. Jedoch ist der Shift des TIEG1-DNA Komplexes bei ON-6.1, 
ON-6.2 und ON-6.3 deutlich zu sehen. Bei ON-6.6 ist die Intensität der Bande schwächer, 
aber zu erkennen. Für ON-6.4 und ON-6.5 konnte keine Bindung von TIEG1 nachgewiesen 
werden. Die Nukleotide, die in diesen Oligonukleotiden mutiert sind, sind somit notwendig 
für die Bindung von TIEG1. Folglich konnte die TIEG1 Core-Bindestelle auf 6 bp 
(GTGGGA) eingegrenzt werden. Die Core-Bindestelle liegt nicht im MER5A Repeat, 













Abb. 3.11: (A) Übersicht über das mutierte Oligonukleotid ON-6. Die mutierten Nukleotide sind fett markiert. 
(B) Autoradiogramm des Electrophoretic Mobility Shift Assays. Spuren 1-4: ON-6.1, Spuren 5-8: ON-6.2, 
Spuren 9-12: ON-6.3, Spuren 13-16: ON-6.4, Spuren 17-20: ON-6.5, Spuren 21-24: ON-6.6. In der jeweils 
ersten Spur ist das nur das Oligonukleotid aufgetragen, in der jeweils zweiten Spur das Oligonukleotid mit dem 
leeren Retikulozyten-Lysat, in der jeweils dritten Spur das Oligonukleotid mit TIEG1 und in der jeweils vierten 
Spur das Oligonukleotid mit TIEG1 und dem Anti-c-Myc Antikörper. Für ON-6.4 und ON-6.5 konnte keine 
Bindung von TIEG1 nachgewiesen werden. 
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Abb. 3.12: Übersicht über die für EMSA verwendeten Oligonukleotide. Die Core-Bindestelle von TIEG1 im 
Oligonukleotid 6 ist unterstrichen, das MER5A Repeat ist hellblau markiert, der Polymorphismus P1 rot. 
 
 
3.3.3 Methylierungsanalyse in Nachkommen von weiblichen Tieg1-/- Mäusen 
 
Falls TIEG1 eine Rolle beim maternalen Imprinting spielt, wäre es möglich, dass weibliche 
Tieg1-/- Mäuse nicht in der Lage sind, einen maternalen Imprint in ihrer Keimbahn zu 
etablieren und die Nachkommen von weiblichen Tieg1-/- und männlichen Tieg1+/+ Mäusen 
könnten einen Imprinting Defekt auf ihrem maternalen Chromosom 7C, der orthologen 
Region zum humanen Chromosom 15, haben. Als Konsequenz sollte das maternale Allel 
einen paternalen Imprint aufweisen und die Snurf-Snrpn Promoter/Exon1 Region 
hypomethyliert sein. Um diese Hypothese zu überprüfen wurde eine Methylierungsanalyse in 
solchen Tieren durchgeführt. Die DNA für die Methylierungsanalyse von Tieg1-/- Müttern, 
von ihren Nachkommen und von weiblichen Wildtyp Mäusen desselben Mausstamms wurde 
uns freundlicherweise von der Gruppe von Dr. Subramaniam zur Verfügung gestellt 
(Subramaniam et al., 2005). Die Tieg1-/- Mäuse sind phänotypisch unauffällig. Auch die 
Brutcharakteristiken der Tieg1-/- Mäuse werden als normal beschrieben, was ebenso auf 
Ube3a-/- Mäuse zutrifft, die ein Mausmodel für das Angelman-Syndrom darstellen. Im 
Gegensatz zu Ube3a-/- Mäusen können in den Tieg1-/- Mäusen jedoch keine Krampfanfälle 
induziert werden (persönliche Mitteilung Dr. Subramaniam). Die Methylierungsanalyse der 
Snurf-Snrpn Promoter/Exon1 Region wurde mittels Sequenzierung von klonierten PCR-
Produkten, die an bisulfitbehandelter DNA amplifiziert wurden, durchgeführt. Dazu wurde 
zunächst eine Bisulfitbehandlung an genomischer DNA durchgeführt. Durch die 
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Bisulfitbehandlung werden unmethylierte Cytosine in Uracil umgewandelt, die in der 
nachfolgenden PCR durch Thymin ersetzt werden. Methylierte Cytosine in CpGs sind gegen 
diese Umwandlung geschützt und verbleiben als Cytosine. Die Primer für die Amplifizierung 
der Snurf-Snrpn Promoter/Exon1 Region wurden so gewählt, dass sie keine CpGs 
überspannen und sowohl an das methylierte als auch an das unmethylierte Allel binden. 
Dadurch können beide Allele mit derselben Effizienz amplifiziert werden. Die PCR-Produkte 
wurden in den pGEM-T Easy Vektor inseriert und 13 CpGs in jeweils ca. 20 Klonen per 
Individuum durch Sequenzierung untersucht. Als Kontrolle wurden zwei weibliche Wildtyp 
Mäuse und eine weibliche Tieg1-/- Maus analysiert. Diese Mäuse sollten ein normales 
Methylierungsmuster aufweisen. Das Methylierungsmuster für die Wildtyp Maus M2877 und 
für die Tieg1-/- Maus M2865 stimmt mit dem erwarteten Methylierungsmuster überein (Abb. 
3.13). Für die Wildtyp Maus M2870 jedoch, wurde in zwei unabhängigen Experimenten eine 
eindeutige Verschiebung in Richtung Hypomethylierung gefunden (Abb. 3.13). 
 
 
Abb. 3.13: Methylierungsanalyse von 13 CpGs in der Snurf-Snrpn Promoter/Exon1 Region von weiblichen 
Tieg1+/+ und Tieg1-/- Mäusen. Graue Boxen zeigen den Grad der Methylierung der einzelnen CpGs. 
 
 
Falls TIEG1 eine Rolle beim maternalen Imprinting spielt, sollten die Nachkommen von 
weiblichen Tieg1-/- und männlichen Tieg1+/+ Mäusen einen Imprinting Defekt haben und 
hypomethyliert für die Snurf-Snrpn Promoter/Exon1 Region sein. Es wurden insgesamt vier 
Nachkommen untersucht. In drei Nachkommen (NK2, NK3 und NK4) wurde ein normales 
Methylierungsmuster gefunden (Abb. 3.14). Nur ein Nachkomme (NK1) wies einen Trend in 
Richtung Hypomethylierung auf. Da aber eine der Kontrollen ebenfalls hypomethyliert ist, 
scheint dies eine normale Variation zu sein. 
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Abb. 3.14: Methylierungsanalyse von 13 CpGs in der Snurf-Snrpn Promoter/Exon1 Region von Nachkommen 




3.3.4 Identifizierung potentieller TIEG1 Bindepartner 
 
TIEG1 wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert. Northern Blot Analysen zeigen 
hohe TIEG1 mRNA Level in peripheren Blut Leukozyten, in der Milz und im Dickdarm und 
niedrigere Level im Thymus, im Dünndarm, in den Ovarien und in der Prostata (Fautsch et 
al., 1998). Zudem wurde eine hohe Expression von TIEG1 in verschiedenen Muskeltypen, mit 
der höchsten Expression im Skelettmuskel, nachgewiesen (Subramaniam et al., 1995; Fautsch 
et al., 1998). Falls TIEG1 eine Rolle beim maternalen Imprinting spielt ist daher zu vermuten, 
dass TIEG1 mit einem Oozyten-spezifischen Faktor interagiert. Zur Identifizierung eines 
solchen Faktors habe ich das GAL4 Yeast-Two-Hybrid System verwendet. Der offene 
Leserahmen (ORF, open reading frame) von TIEG1 wurde aus einer menschlichen Testis 
cDNA-Bank amplifiziert und in das GAL4 Köderplasmid (pGBKT7) inseriert. Durch die 
Insertion wurde die cDNA von TIEG1 am N-Terminus mit der für die DNA-Bindedomäne 
des GAL4 Transkriptionsfaktors kodierenden Region fusioniert. Die Expression der 
Fusionskonstrukte wurde durch Western-Blot Analyse unter Verwendung eines Anti-c-Myc 
Antikörpers überprüft (ohne Abb.). Es wurden zehn Hefeklone auf die Expression des 
Köderkonstruktes untersucht. Der Klon mit der stärksten Expression des Köderkonstruktes 
wurde mit einer menschlichen Ovar cDNA Bank (Clontech) transfiziert und auf Agar Platten 
mit Minimal-Medium ohne Tryptophan, Leucin, Histidin und Adenin ausplattiert. Nach einer 
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Inkubationszeit von drei Tagen wurden insgesamt 83 Einzelkolonien identifiziert. Die 
Kolonien wurden einzeln kultiviert, die Plasmid-DNA isoliert und damit DH5α Bakterien 
transformiert. Die Plasmid DNAs wurden wieder isoliert und mit dem GAL4 AD Primer 
ansequenziert. Die erhaltenen Sequenzen wurden mittels BlastN-Homologiesuche 
charakterisiert. Die identifizierten Proteine sind in Tabelle 3.7 aufgeführt. 
 
Tabelle 3.7: Potentielle TIEG1 Bindepartner 
Anzahl Klone potentielle Bindeproteine 
20 four and a half LIM domain 2 (FHL2) 
10 fibulin 4 (FBLN4) 
6 fibulin 5 (FBLN5) 
2 fibulin 2 (FBLN2) 
2 fibulin 1 (FBLN1) 
1 fibulin 6 (FBLN6) 
5 seven in absentia homolog 1 (SIAH1) 
2 seven in absentia homolog 2 (SIAH2) 
13 zyxin (ZYX) 
2 pyruvate kinase, muscle (PKM2) 
2 metallothionein 2A (MT2A) 
1 CBF1 interacting corepressor (CIR) 
1 ribosomal protein L13a (RPL13A) 
1 spermidine/spermine N1-acetyltransferase (SAT) 
1 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 (EEF1A1) 
1 ribosomal protein L7 (RPL7) 
1 integrin, beta1 (ITGB1) 
1 josephin domain containing 1 (JOSD1) 
1 ubiquitously-expressed transcript (UXT) 
1 splicing factor, arginine/serine-rich, 4 (SFRS4) 
1 Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 2 (WHSC2) 
1 PREDICTED: Homo sapiens Wilms tumor 1 interacting protein (WTIP) 
1 sterile alpha motif domain containing 4B (SAMD4B) 
1 ubiquitin-activating enzyme E1 (UBE1) 
1 Homo sapiens RAD23 homolog A (S. cerevisiae) (RAD23) 
1 lamina-associated polypeptide 2 
1 chromosome 14 open reading frame 4 (c14orf4) 
1 chromosome 3 clone RP11-905F6 
1 chromosome 1 open reading frame (c1orf126) 
 
 
Es wurden insgesamt 20 Klone, die für FHL2 (four and a half LIM domains 2) kodieren 
gefunden. Die Protein Sequenz von FHL2 enthält vier komplette LIM Domänen und die 
zweite Hälfte einer fünften LIM Domäne (Johannessen et al., 2006). Bei der LIM-Domäne 
handelt es sich um eine Doppel-Zinkfinger-Struktur, die Protein-Protein-Interaktionen 
vermittelt. LIM-Domänen-Proteine interagieren über ihre LIM-Domänen mit einer Vielzahl 
von Proteinen und Faktoren in unterschiedlichen zellulären Kompartimenten. FHL2 wurde 
schon in mehreren Yeast-Two-Hybrid Screens als potentieller Bindepartner identifiziert 
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(persönliche Mitteilung Frank Kaiser). FHL2 ist an vielen zellulären Prozessen, wie z. B. der 
Regulierung der Genexpression, der Apoptose, der Regulierung des Zell-Zyklus, der 
Zelladhäsion oder der Signaltransduktion beteiligt (Johannessen et al., 2006). 
13 Klone kodieren für Zyxin. Zyxin ist ein Phosphoprotein, das drei LIM Domänen enthält 
und ubiquitär exprimiert wird (Macalma et al., 1996). 
Es wurden 5 Klone, die für SIAH1 (seven in absentia homolog 1) und 2 Klone, die für SIAH2 
kodieren gefunden. SIAH1 und SIAH2 sind E3 Ubiquitin Ligasen. Eine Bindung von TIEG1 
und SIAH1 bzw. SIAH2 haben auch schon Johnsen et al. (2002a) in einem Yeast-Two-
Hybrid Screen nachgewiesen. Weitere Analysen zur Interaktion zwischen TIEG1 und SIAH1 
ergaben, dass eine Co-Expression von SIAH1 zu einem proteasomalen Abbau von TIEG1 
führt (Johnsen et al., 2002a). Bei meinem Yeast-Two-Hybrid Screen konnte ich für SIAH1 
drei Klone identifizieren, die unterschiedliche Bereiche des Gens repräsentieren und auch im 
Fall von SIAH2 sind beide Klone unterschiedlich. 
Erste Analysen der identifizierten Proteine aus dem Yeast-Two-Hybrid Screen brachten 
keinen Hinweis darauf, dass es sich bei einem dieser Proteine um einen Oozyten-spezifischen 
Faktor handelt. Daher soll an dieser Stelle auf eine weitere Beschreibung aller potentiellen 
TIEG1 Bindepartner verzichtet werden.  
 
 
3.4 Methylierungsanalyse der u1B- und u1D-Region 
 
Die elternspezifische Prägung der PWS/AS-Region wird durch ein Imprinting Center 
reguliert, das den Promoter/Exon 1 Bereich des SNURF-SNRPN Gens überlappt. Es konnten 
Transkripte identifiziert werden, die 5´ von SNURF-SNRPN alternative Exons enthalten und 
auf Exon 2 von SNURF-SNRPN gespleißt werden (Dittrich et al., 1996; Färber et al., 1999). 
Diese Transkripte kommen in unterschiedlichen Spleißvarianten vor, überspannen das IC und 
werden daher als IC/SNRPN-Transkripte bezeichnet. Sie werden von zwei alternativen 
Startexons transkribiert, u1A und u1B (Abb. 3.15) und spielen möglicherweise eine Rolle bei 
der Imprint-Umschaltung in der Keimbahn (Dittrich et al., 1996). Die IC/SNRPN-Transkripte 
werden ausschließlich vom paternalen, unmethyliertem Allel exprimiert. U1A und u1B 
weisen eine 84%ige Sequenzähnlichkeit zueinander auf. Es konnte zusätzlich eine weitere 
Region identifiziert werden, die eine hohe Sequenzähnlichkeit zu u1A und u1B, sowie deren 
flankierenden Bereichen (PWCFOA, -B) aufweist. Diese Sequenz, u1D bzw. PWCFOD, liegt 
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etwa 63 kb proximal von u1B und besitzt eine konservierte Spleißstelle. Es konnte bisher 
jedoch keine Expression von u1D nachgewiesen werden (Färber et al., 1999). 
 











Abb. 3.15: Genomische Organisation der IC/SNRPN-Transkriptionseinheit. Die Transkriptionsstartpunkte (u1A, 
u1B, SNURF-SNRPN-Exon 1) sind als Pfeile dargestellt. Elternspezifisch methylierte CpGs sind als 
Kreissymbole dargestellt (weiß: nicht methyliert; schwarz: methyliert). Die u-Exons sind grau dargestellt, die 




Methylierungsanalysen von Färber et al. (1999) zeigten, dass die u1A- und u1B-Region auf 
dem maternalen Chromosom methyliert und auf dem paternalen Chromosom unmethyliert 
vorliegt. Die Untersuchung des Methylierungsstatus erfolgte mittels methylierungssensitiven 
Restriktionsendonukleasen und Southern-Blot Analyse. Die u1B-Region enthält drei, die 
u1A-Region zwei CfoI-Restriktionsschnittstellen, die ca. 40 – 60 bp stromaufwärts der Exons 
u1A bzw. u1B liegen. In der u1D-Region gibt es keine CfoI-Restriktionsschnittstellen. Jedoch 
gibt es ca. 3,3 kb proximal von u1D eine CfoI-Restriktionsschnittstelle, bei der ein genau 
entgegengesetztes Methylierungsmuster beobachtet wurde. Diese Stelle ist auf dem paternalen 
Chromosom hauptsächlich methyliert und auf dem maternalen Chromosom hauptsächlich 
unmethyliert (Färber et al., 1999). 
Um einen umfassenderen Einblick in das Methylierungsmuster der u1A-Region zu 
bekommen, haben Zeschnigk et al. (1997a) eine Methylierungsanalyse durch Sequenzierung 
bisulfitbehandelter DNA durchgeführt und außer den zwei CfoI-Restriktionsschnittstellen 
noch fünf weitere CpG-Dinukleotide analysiert. Diese Untersuchungen zeigten, dass die 
Methylierung des maternalen Chromosoms zwischen 45% und 70% liegt und die 
Methylierung des paternalen Chromosoms zwischen 5% und 14%. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Methylierungsstatus von u1B im Detail analysiert und 
quantifiziert werden und der Methylierungsstatus von u1D bestimmt werden. Zusätzlich sollte 
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die Methylierung der CfoI-Restriktionsschnittstelle, die ca. 3,3 kb proximal von u1D liegt (im 
Folgenden als u1D-CfoI-Restriktionsschnittstelle bezeichnet) und der CpGs in ihrer 
Umgebung analysiert bzw. quantifiziert werden. 
 
 
3.4.1 Methylierungsanalyse der u1B-Region 
 
In der u1B-Region wurden insgesamt neun CpGs untersucht, die auch die drei CfoI-
Restriktionsschnittstellen einschließen (Abb. 3.16). Dazu wurde eine PCR an 
bisulfitbehandelter DNA von zwei Normalpersonen und je einem Patienten mit PWS und 
einer Deletion und einem Patienten mit AS und einer Deletion durchgeführt. Die PCR-
Fragmente wurden in den pGEM-T Easy Vektor kloniert und anschließend 21 bis 24 Klone je 
Individuum sequenziert. Es ist anzumerken, dass die Primer für die revers-komplementäre 
Sequenz generiert worden sind. 
 
Abb. 3.16: Sequenzausschnitt der u1B-Region, der für die Methylierungsanalyse amplifiziert wurde. Die u1B 
Exonsequenz ist fett gedruckt und erstreckt sich über das 3´- Ende hinaus. Die neun analysierten CpGs sind 
unterstrichen und nummeriert. Die CpGs 1 – 3 representieren die CfoI-Restriktionsschnittstellen. 
 
 
Bei den beiden Normalpersonen ist etwas mehr als die Hälfte der Klone komplett 
unmethyliert, die anderen Klone sind fast vollständig methyliert (Abb. 3.17). Die Tatsache, 
dass es überwiegend komplett methylierte bzw. unmethylierte Klone gibt, deutet darauf hin, 
dass eine elternspezifische Methylierung vorliegt. Um dies zu bestätigen wurden Patienten 
mit PWS bzw. AS und einer großen de novo Deletion des Bereichs 15q11-q13 analysiert. 
Diese Patienten besitzen nur die maternale bzw. paternale Kopie dieses Bereichs. Bei dem 
Patienten mit PWS sind die CpGs fast komplett methyliert, es gibt jedoch auch einige Klone, 
bei denen ein bis drei CpGs unmethyliert sind (Abb. 3.17). Bei dem Patienten mit AS sind 
nahezu alle CpGs unmethyliert, es gibt nur vier Klone mit methylierten CpGs. Es liegt somit 
eine allelspezifische Methylierung vor, das maternale Allel ist hypermethyliert, das paternale 
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hypomethyliert. Ein Teil der Klone ist jedoch nicht komplett durchgängig methyliert bzw. 
unmethyliert. Auch weisen die CpGs 1 – 3, die die CfoI-Restriktionsschnittstellen 
repräsentieren, in den einzelnen Klonen nicht immer ein durchgängiges Methylierungsmuster 
auf. 
 
PWS Patient mit Deletion
1   2    3    4    5   6    7   8    9
AS Patient mit Deletion
1   2    3    4    5   6    7   8    9
CpGs
NP2
1   2    3    4    5   6    7   8    9
NP1





























Abb. 3.17: Methylierungsanalyse der u1B-Region. Die CpGs 1 – 3 repräsentieren die CfoI-




Um die Methylierung in der u1B-Region zu quantifizieren, wurde eine SNaPshot-Analyse 
etabliert. Dafür wurde zunächst eine PCR an bisulfitbehandelter DNA durchgeführt. An den 
PCR-Produkten wurde dann die SNaPshot Reaktion durchgeführt. Hierfür wurde ein Primer 
entwickelt, der mit seinem 3’-Ende direkt vor dem Cytosin des CpG 1 liegt. Dieses CpG 
wurde gewählt, da es eine der CfoI-Restriktionsschnittstellen darstellt, die auch schon für 
Methylierungsanalysen mittels methylierungssensitiven Restriktionsendonukleasen und 
Southern-Blot Analyse verwendet wurden (Färber et al., 1999). Da für die Amplifizierung der 
u1B-Region die Primer für die revers-komplemetäre Sequenz generiert worden sind, wurde 
auch der SNaPshot-Primer entsprechend gewählt. Nach der Bisulfitbehandlung der DNA und 
anschließender PCR liegt ein unmethyliertes Cytosin als Thymin vor, ein methyliertes 
Cytosin jedoch verbleibt als Cytosin. Mit der SNaPshot Analyse kann das Verhältnis von 
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methyliertem zu unmethyliertem Allel bestimmt werden. Da aber die Fluoreszenzintensitäten 
der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe, mit denen die einzelnen Basen markiert sind, 
unterschiedlich stark sind, erhält man auch bei einem Methylierungsverhältnis von 50:50 
einen Wert ungleich eins. Um absolute quantitative Werte des Methylierungsgrades zu 
ermitteln, wurde eine Eichkurve erstellt, indem DNA von komplett methylierten und komplett 
unmethylierten Klonen in unterschiedlichen Verhältnissen gemischt wurde. Mit Hilfe des R 
Software Pakets (http://www.r-project.org) wurden die absoluten Werte der Methylierung von 
sieben Normalpersonen und jeweils drei Patienten mit PWS bzw. AS und einer de novo 
Deletion des Bereichs 15q11-q13 (Abb. 3.18) berechnet. 
 
 
Abb. 3.18: Diagramm der Methylierung des CpG 1 in sieben Normalpersonen (NP 1 – NP 7) und jeweils drei 
Patienten mit PWS bzw. AS und einer de novo Deletion. 
 
 
Bei den sieben Normalpersonen lag der Grad der Methylierung zwischen 44% und 51%. Bei 
den Patienten mit PWS wird maximal ein Wert von 95% Methylierung erreicht, bei den 
Patienten mit AS liegen die Werte zwischen 0% und 10%. 
 
 
3.4.2 Untersuchung des Methylierungsstatus der u1D-Region 
 
Die u1D-Region enthält weniger CpGs als die u1A- und u1B-Region. Es wurden insgesamt 
vier CpGs in dieser Region analysiert (Abb. 3.19). Dazu wurde bisulfitbehandelte DNA von 
einem Patienten mit AS und einer Deletion und von einem Patienten mit PWS und einer 
Deletion amplifiziert. Diese Patienten besitzen jeweils nur das paternale bzw. maternale Allel 
dieser Region. Die PCR-Fragmente wurden in den pGEM-T Easy Vektor kloniert und die 
Klone anschließend sequenziert (Abb. 3.20). 
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Abb. 3.19: Sequenzausschnitt der u1D-Region, der für die Methylierungsanalyse amplifiziert wurde. Die u1D 
Exonsequenz ist fett gedruckt. Die vier analysierten CpGs sind unterstrichen und nummeriert. 
 
 
Bei einer allelspezifischen Methylierung würde man erwarten, dass man nur methylierte bzw. 
nur unmethylierte Klone findet, da die untersuchten Patienten mit PWS bzw. AS jeweils nur 
eine Kopie dieses Bereichs besitzen. Bei den Patienten fanden sich aber sowohl komplett 
methylierte als auch komplett unmethylierte Klone und Klone bei denen kein einheitliches 
Methylierungsmuster gefunden wurde. Bei dem Patienten mit PWS ist das CpG 1 stark 
hypomethyliert, das CpG 2 ist zu ca. 50% methyliert, das CpG 3 ist stark hypermethyliert und 
das CpG 4 weist eine leichte Hypermethylierung auf. Bei dem Patienten mit AS ist das CpG 1 
zu ca. 50% methyliert und die CpGs 3 und 4 sind hypermethyliert. Der Patient mit AS enthielt 
im CpG 2 einen G zu A Austausch, weshalb bei diesem Patienten dieses CpG nicht analysiert 






































Abb. 3.20: en mit 
.4.3 Methylierungsanalyse der u1D-CfoI-Restriktionsschnittstelle und ihrer Umgebung 
m die Methylierung der CpGs der u1D-CfoI-Restriktionsschnittstelle und ihrer Umgebung 
Patient mit PWS Patient mit AS
 Methylierungsanalyse der u1D-Region. (A) Die Daten von jeweils 24 Klonen eines Patient
PWS und eines Patienten mit AS sind abgebildet. Schwarze Kreise, methylierte CpGs; weiße Kreise, 
unmethylierte CpGs (B) Schematische Übersicht. Die Boxen zeigen den Grad der Methylierung der einzelnen 
CpGs. Schwarze Box, methylierte CpGs; weiße Box, unmethylierte CpGs. Die graue Box bei dem Patienten mit 






zu analysieren, wurde eine PCR an bisulfitbehandelter DNA von einer Normalperson 
durchgeführt. An dem PCR-Fragment wurde dann eine Nested-PCR mit weiter innen 
liegenden Primern durchgeführt. Das 354 bp große PCR-Fragment, das sechs CpGs beinhaltet 
(Abb. 3.21), wurde in den pGEM-T Easy Vektor inseriert und die Klone anschließend 
sequenziert. 
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Abb. 3.21: Sequenzausschnitt der Umgebung der u1D-CfoI-Restriktionsschnittstelle (CpG 2), der für die 
Methylierungsanaylse amplifiziert wurde. Die sechs analysierten CpGs sind unterstrichen und nummeriert. 
 
 
Das CpG der CfoI-Restriktionsschnittstelle (CpG 2) ist das einzige CpG in dem untersuchten 
Bereich, das eine differentielle Methylierung aufweist. Es ist in elf Klonen unmethyliert und 
in sieben Klonen methyliert. Die anderen fünf analysierten CpGs sind in allen Klonen 
komplett methyliert (Abb.3.22). 
 























Abb. 3.22: Methylierungsanalyse der u1D-CfoI-Restriktionsschnittstelle und ihrer Umgebung an einer 
Normalperson. Das CpG 2 repräsentiert die CfoI-Restriktionsschnittstelle. Schwarze Kreise, methylierte CpGs, 
weiße Kreise, unmethylierte CpGs 
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Um die Methylierung des CpG 2, das differentiell methyliert ist, zu quantifizieren, wurde 
auch hier eine SNaPshot-Analyse etabliert. Dazu wurde wie bei der u1B-Region 
vorgegangen. Zunächst wurde die Sequenz, die die CfoI-Restriktionsschnittstelle umgibt, an 
bisulfitbehandelter DNA amplifiziert. Die SnaPshot-Analysen wurden mit einem Primer, der 
mit seinem 3’-Ende direkt vor dem Cytosin des CpGs der CfoI-Restriktionsschnittstelle liegt 
durchgeführt. Um absolute quantitative Werte zu ermitteln, wurde wieder eine Eichkurve aus 
komplett methylierten und komplett unmethylierten Klonen erstellt und die absoluten Werte 
der Methylierung von sieben Normalpersonen und jeweils drei Patienten mit PWS bzw. AS 
und einer de novo Deletion des Bereichs 15q11-q13 berechnet. Bei den Normalpersonen 
wurde eine Methylierung im Bereich von 48% - 63% gefunden. Zwei Patienten mit PWS 
weisen eine Methylierung von 51% bzw. 56% auf, ein Patient mit PWS ist jedoch leicht 
hypomethyliert und zeigt eine Methylierung von 34%. Die Patienten mit AS sind leicht 
hypermethyliert, die Methylierung liegt zwischen 73% und 80% (Abb. 3.23). 
 
 
Abb. 3.23: Diagramm der Methylierung des CpG 2 in sieben Normalpersonen (NP 1 – NP 7) und jeweils drei 
Patienten mit PWS bzw. AS und einer de novo Deletion. 
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4. Diskussion 
 
4.1 Identifizierung von Cis- und Trans-Faktoren, die das Risiko für einen Imprinting 
Defekt erhöhen 
 
Imprinting Defekte (ID) sind Epimutationen, die durch Fehler beim Auslöschen des Imprints 
in den primordialen Keimzellen, bei der Etablierung des Imprints während der Gametogenese 
oder bei der Aufrechterhaltung des Imprints nach der Fertilisation entstehen. In der Mehrheit 
der Patienten mit Angelman-Syndrom (AS) oder Prader-Willi-Syndrom (PWS) und einem 
Imprinting Defekt werden die Fehler nicht durch Imprinting Center Mutationen verursacht, 
sondern repräsentieren wahrscheinlich stochastische Ereignisse. Im Rahmen meiner Studie an 
Patienten mit einem Imprinting Defekt konnte ich zeigen, dass die spontane Epimutationsrate 
möglicherweise durch Cis- und Trans-Faktoren erhöht werden kann. 
 
 
4.1.1 Der Haplotyp H-AS3 scheint mit einem erhöhten Risiko für einen Imprinting 
Defekt assoziiert zu sein 
 
In meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass der Haplotyp H-AS3 des AS-SRO mit einem 
erhöhten Risiko für einen Imprinting Defekt auf dem maternalen Chromosom assoziiert zu 
sein scheint. Die Analyse der einzelnen Polymorphismen zeigt, dass ein erhöhtes Risiko auf 
das G Allele des Polymorphismus P1 und/oder das 4 bp Deletions Allel des Polymorphismus 
P3 zurückzuführen ist. Diese Allele sind nur im Haplotyp H-AS3 vorhanden. Auch in den 
nahe verwandten Primaten Schimpanse, Gorilla, Orang-Utan, Makake, Pavian und Wollaffe 
(Robert Nicholls und Kentaro Yamasaki, persönliche Mitteilung) sind diese Allele nicht zu 
finden. Es muss jedoch angemerkt werden, dass nur ein bis zwei Tiere pro Art analysiert 
worden sind. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese zwei Allele erst spät in der 
Evolution entstanden sind, wahrscheinlich innerhalb eines relativ engen Zeitfensters auf dem 
Haplotyp H-AS1. 
Auch Murrell et al. (2004) konnten zeigen, dass bestimmte Sequenzvarianten in der 
Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS) Region auf dem Chromosom 11 mit einer erhöhten 
Epimutationsrate assoziiert sind. Die Autoren identifizierten vier SNPs in der differentiell 
methylierten Region des IGF2 Gens, die in drei von 16 möglichen Haplotypen auftraten. Bei 
Patienten mit BWS war im Vergleich zu einer Kontrollgruppe die Frequenz eines Haplotyps 
signifikant erhöht und die Frequenz eines anderen Haplotyps signifikant erniedrigt. 
Diskussion  71 
Verschiedene Studien deuten darauf hin, dass der AS-SRO mit dem PWS-SRO interagiert, 
um den mütterlichen Imprint in der weiblichen Keimbahn zu etablieren (Buiting et al., 1995; 
Dittrich et al., 1996; Shemer et al., 2000; Perk et al., 2002). Die molekularen Mechanismen 
sind unbekannt, aber es sind wahrscheinlich Trans-Faktoren involviert, die an den AS-SRO 
und den PWS-SRO binden. Es ist möglich, dass die Polymorphismen P1 und P3 innerhalb 
von Proteinbindestellen liegen, und dass das G Allel und/oder das 4 bp Deletions Allel einen 
Trans-Faktor weniger effizient bindet als das A Allel und/oder das 4 bp Insertions Allel. 
Dadurch könnte sich das Risiko erhöhen, dass der maternale Imprint nicht oder nicht 
vollständig etabliert wird. Falls der maternale Imprint nicht vollständig etabliert wird, könnte 
er während der genomweiten DNA Demethylierung in der frühen Embryogenese verloren 
gehen. In der Tat haben ca. 30% der Patienten mit AS und einem Imprinting Defekt ein 
somatisches Mosaik und bei einem Patienten konnte direkt nachgewiesen werden, dass der 
Imprinting Defekt sehr früh in der Entwicklung, noch vor der X-Inaktivierung und somit vor 
dem Blastozystenstadium, entstanden ist (Nazlican et al., 2004).  
Mittels EMSA mit entsprechenden Oligonukleotiden und unter Verwendung von ES 
Zellkernextrakten zeigten Kantor et al., (2004a, 2004b), dass an den AS-SRO und an 
verschiedene Stellen des PWS-SRO Proteine binden. In transgenen Mäusen, die als Transgen 
ein Konstrukt mit dem humanen AS-SRO, PWS-SRO und 6 kb dazwischenliegender Sequenz 
enthielten, identifizierten sie im AS-SRO ein 18 bp Sequenz-Motiv (allele discrimination 
signal, ADS), das in Spermien methyliert und in Oozyten unmethyliert ist. Die differentielle 
Methylierung wurde in E7.5 alten Embryos aufrechterhalten. In erwachsenen Tieren jedoch 
ist das ADS auf beiden Allelen methyliert. Aufgrund der Methylierungsänderungen während 
der Entwicklung und den EMSA Experimenten vermuten die Autoren, dass das ADS eine 
Rolle im Imprinting Prozess spielt und Imprinting auf den PWS-SRO überträgt. Das ADS 
enthält den Polymorphismus P2, der in unserer Studie keinen signifikanten P-Wert zeigt. 
Jedoch ist die Relevanz der Proteinbindungsaktivität in ES Zellen unklar. ES Zellen sind nicht 
in der Lage einen Imprint zu setzen und es ist unwahrscheinlich, dass sie maternale Imprinting 
Faktoren enthalten. 
Im Gegensatz zum AS-SRO ist der PWS-SRO wenig polymorph. Obwohl er fast fünfmal so 
groß ist wie der AS-SRO, der fünf Polymorphismen enthält, enthält er nur einen häufigen 
Polymorphismus 366 bp stromaufwärts von Exon 1. Es ist weder ein Allel noch ein Haplotyp 
in der PWS-SRO Region beobachtet worden, der mit einem erhöhten Risiko für einen 
Imprinting Defekt assoziiert ist. Im Gegensatz zum AS-SRO, der ein Kontroll-Element für die 
Etablierung des maternalen Imprints ist, ist der PWS-SRO kein Kontroll-Element für die 
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Etablierung des paternalen Imprints (El-Maarri et al., 2001). Weiterhin wird bei Patienten mit 
PWS und einem primären Imprinting Defekt das Chromosom, das bei den Patienten den 
Imprinting Defekt trägt, immer von der väterlichen Großmutter vererbt (Buiting et al., 2003). 
Das deutet darauf hin, dass der (groß)mütterliche Imprint nicht in der väterlichen Keimbahn 
ausgelöscht wurde. Möglicherweise ist die Auslöschung des Imprints ein passiver Prozess 
oder benötigt keine Faktoren, die an den PWS-SRO binden. Daher werden Fehler bei der 
Auslöschung des Imprints möglicherweise nicht durch DNA Sequenzvarianten beeinflusst. 
Obwohl diese Erklärung sinnvoll ist, gibt es alternative Erklärungen. 1. Der einzige häufige 
Polymorphismus (P8) innerhalb des PWS-SRO oder ein anderer seltener Polymorphismus, 
der im Kopplungsungleichgewicht mit dem Polymorphismus P8 ist, liegt außerhalb des 
kritischen Elements, das bei der Auslöschung des Imprints eine Rolle spielt und es gibt keine 
genetische Variation in diesem Element. 2. Die untersuchte Kohorte könnte zu klein sein um 
einen Effekt zu beobachten. 
 
 
4.1.2 Der MTHFR 677TT Genotyp scheint das Risiko für einen maternalen Imprinting 
Defekt zu erhöhen 
 
Im Rahmen meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass Homozygotie für die 677C>T Variante des 
MTHFR Gens das Risiko für einen maternalen Imprinting Defekt möglicherweise erhöht. Die 
Häufigkeit des 677TT Genotyps war signifikant höher in Müttern von Patienten mit AS als in 
den Vätern der Patienten oder der allgemeinen Population (P = 0,028). In der Regel sollten 
solche Befunde durch eine zweite unabhängige Studie bestätigt werden. Dies ist aber nicht 
möglich, da wir die meisten Familien, die weltweit zur Verfügung stehen, untersucht haben. 
Angenommen die Assoziation ist reell, würde das weit reichende Auswirkungen haben. Es 
würde nicht nur darauf hindeuten, dass Frauen, die homozygot für die 677C>T Variante sind, 
ein höheres Risiko haben, ein Kind mit einem Imprinting Defekt zu bekommen, sondern auch, 
dass die Ernährung Auswirkungen auf die Etablierung oder Aufrechterhaltung des Imprints 
haben könnte. Wolff et al. (1998) haben gezeigt, dass Folsäure-Spiegel die Methylierung von 
Transposons beeinflussen können. Ingrosso et al. (2003) haben nach einer Folsäure-
Auswaschung bei Patienten mit Hyperhomocysteinämie eine biallelische Expression von H19 
beobachtet, das normalerweise nur vom maternalen Allel exprimiert wird. Nach einer 
Folsäurebehandlung beobachteten sie eine Verschiebung zurück zur monoallelischen 
Expression. Es sollte jedoch angemerkt werden, dass die Autoren nicht direkt die 
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Methylierungsmuster analysiert haben und dass Änderungen der H19 Expression auch ohne 
Veränderungen des Imprints auftreten können. 
 
Ein Großteil der primären Epimutationen stellt wahrscheinlich stochastisch auftretende Fehler 
bei der Etablierung oder der Aufrechterhaltung des genetischen Zustands dar. Die spontane 
Epimutationsrate kann aber, wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, durch genetische Varianz in 
cis-regulatorischen Elementen und Trans-Faktoren beeinflusst werden. Genetische Varianz in 




4.2 Spielt TIEG1 eine Rolle beim maternalen Imprinting? 
 
Der AS-SRO interagiert möglicherweise mit dem PWS-SRO um den mütterlichen Imprint in 
der weiblichen Keimbahn zu etablieren (Dittrich et al., 1996; Shemer et al., 2000; Perk et al., 
2002). An diesem Vorgang sind vermutlich Trans-Faktoren beteiligt, die an den AS-SRO und 
den PWS-SRO binden (Kantor et al., 2004a; Kantor et al., 2004b). 
Mittels eines Yeast-One-Hybrid Screens hat Barbara Gärtner-Ruprecht (Kinderklinik Mainz) 
unter anderem TIEG1 (TGFβ-inducible early gene 1) als Bindefaktor des AS-SRO und somit 
als potentiellen Kandidaten für einen maternalen Imprinting Faktor identifiziert. TIEG1 
gehört zur Familie der Sp1-ähnlichen/KLF (Specificity Protein 1/Krüppel-like Factor) 
Transkriptionsfaktoren und verschiedene Studien haben gezeigt, dass TIEG1 als 
Transkriptionsrepressor wirkt (Cook et al., 1999, Tanabe et al., 2002). TIEG1 wird in vielen 
verschiedenen Geweben exprimiert. Deshalb wäre eine wichtige Rolle von TIEG1 als 
maternaler Imprintingfaktor in Oozyten nur durch eine Interaktion mit einem Oozyten-
spezifischen Faktor zu erklären. Wir schlagen folgendes Modell vor (Abb. 4.1): In der 
weiblichen Keimbahn bindet ein Oozyten-spezifischer Protein-Komplex, der TIEG1 
beinhaltet, an den AS-SRO. Der entstandene Komplex interagiert mit dem PWS-SRO. Als 
Konsequenz kommt es zur Abschaltung der Expression von SNURF-SNRPN und zu einer de 
novo Methylierung des PWS-SRO und dann zur Inaktivierung aller weiteren geprägten Gene 
auf dem maternalen Chromosom. In der männlichen Keimbahn wird TIEG1 entweder nicht 
exprimiert, oder TIEG1 wird exprimiert und das Protein bindet an den AS-SRO, kann aber 
ohne einen Oozyten-spezifischen Faktor nicht als Silencer wirken und somit nicht SNURF-
SNRPN reprimieren. 

























Abb. 4.1: Modell für die Etablierung des maternalen Imprints. In den Keimzellen wird SNURF-SNRPN 
standardmäßig exprimiert (A und D). In der weiblichen Keimbahn bindet ein Oozyten-spezifischer 
Proteinkomplex, der TIEG1 beinhaltet, an den AS-SRO und wirkt als Silencer von SNURF-SNRPN (B). Dadurch 
kommt es zu einer Methylierung des PWS-SRO (C). In der männlichen Keimbahn wird TIEG1 entweder nicht 
exprimiert (D), oder TIEG1 wird exprimiert und das Protein bindet an den AS-SRO, kann aber ohne einen 
Oozyten-spezifischen Faktor nicht als Repressor wirken (E). Die Folge in beiden Fällen ist, dass SNURF-SNRPN 
exprimiert wird. XX, weibliche Keimbahn; XY, männliche Keimbahn; T, TIEG1; OF, Oozyten-spezifischer 
Faktor; schwarz ausgefüllte Kreissymbole, Methylierung. 
 
 
Mittels EMSA Experimenten konnte ich die Bindung von TIEG1 an den AS-SRO bestätigen 
und eingrenzen. Es waren jedoch auch viele unspezifische Banden auf dem Autoradiogramm 
zu erkennen, was darauf hindeutet, dass noch weitere Proteine an das AS-SRO Fragment 
binden. Die Bindestelle von TIEG1 konnte auf einen GT-reichen Bereich eingegrenzt werden. 
Bisher ist gezeigt worden, dass TIEG1 an die klassische GC-Box bindet (Cook et al., 1999, 
Tanabe et al., 2002). Es ist aber bekannt, dass Mitglieder der Familie der KLF 
Transkriptionsfaktoren, zu der TIEG1 zählt, auch häufig an GT-Boxen binden, was mit 
meinen Befunden übereinstimmt. Die Bindestelle von TIEG1 überlappt nicht mit einem 
Polymorphismus, der das Risiko für einen Imprinting Defekt auf dem maternalen Chromosom 
modifiziert. Es ist aber gut möglich, dass es noch weitere Faktoren gibt, die an den AS-SRO 
binden und auch eine Rolle beim maternalen Imprinting spielen. Beim Yeast-One-Hybrid 
Screen wurden noch weitere potentielle Bindepartner des AS-SRO identifiziert. Es wäre zu 
überlegen, einige dieser Proteine weiter zu untersuchen und die Bindestelle einzugrenzen. 
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Um die mögliche Rolle von TIEG1 als Repressor der IC Gentranskription zu analysieren, 
habe ich Luciferase Reportergen Assays durchgeführt. Diese zeigten, dass TIEG1 eine 
reprimierende Wirkung auf den SV40 Promoter ausübt. Der Grund dafür sind wahrscheinlich 
mehrere Sp1-Bindestellen innerhalb des SV40 Promoters. Cook et al. (1999) haben gezeigt, 
das TIEG1 an GC-reiche Sp1-ähnliche cis-regulatorische Sequenzen bindet und Promotoren, 
die GC-reiche Sequenzen enthalten, reprimiert. Mit Reporter-Konstrukten, die Promotoren 
ohne Sp1-Bindestellen enthalten, konnte jedoch keine reprimierende Wirkung von TIEG1 auf 
den AS-SRO nachgewiesen werden. Dies bedeutet aber nicht, dass TIEG1 tatsächlich keinen 
Effekt auf den AS-SRO hat. Möglicherweise interagiert TIEG1 mit weiteren Faktoren, die an 
den AS-SRO binden, um als Repressor zu fungieren. Diese Faktoren sind vielleicht Oozyten-
spezifisch und in den CHO-Zellen, die für die Experimente genutzt worden sind, nicht 
vorhanden. 
Falls TIEG1 eine Rolle beim maternalen Imprinting spielt, sollten weibliche Tieg1-/- Mäuse 
nicht in der Lage sein, einen maternalen Imprint in ihrer Keimbahn zu etablieren und die 
Nachkommen von weiblichen Tieg1-/- Mäusen sollten einen Imprinting Defekt auf ihrem 
maternalen Chromosom 7C, der orthologen Region zum humanen Chromosom 15, haben. Als 
Konsequenz sollte das maternale Allel einen paternalen Imprint aufweisen und die Snurf-
Snrpn Promoter/Exon1 Region hypomethyliert sein. Unsere Untersuchungen zeigten, dass das 
Methylierungsmuster der Nachkommen von weiblichen Tieg1-/- Mäusen jedoch nicht auffällig 
ist. Es gibt drei mögliche Erklärungen für dieses Ergebnis. 1. TIEG1 spielt keine Rolle beim 
Imprinting und die Tatsache, dass TIEG1 an den menschlichen AS-SRO bindet, hat keine 
biologische Relevanz. 2. TIEG1 spielt eine Rolle beim Imprinting, aber in Abwesenheit von 
TIEG1 übernimmt ein anderer Faktor, wie z. B. TIEG2 oder TIEG3 diese Aufgabe. In der Tat 
haben TIEG2 und TIEG3 nahezu die gleichen Merkmale und Funktionen wie TIEG1. Sie 
enthalten am C-Terminus drei Zink-Finger DNA-Bindedomänen und am N-Terminus drei 
Repressions-Domänen (Cook et al., 1998; Wang et al., 2004). Sie binden an CG-reiche/Sp1-
ähnliche DNA-Sequenzen und wirken als Transkriptionsrepressor. Es konnte gezeigt werden, 
dass zumindest in einigen Fällen TIEG1 und TIEG2 die gleichen Gene regulieren (Johnsen et 
al., 2002a). 3. Die Kontrolle des maternalen Imprintings ist zwischen der Maus und dem 
Menschen nicht konserviert. In der Tat ist die Sequenz des menschlichen AS-SRO in Mäusen 
bisher nicht identifiziert worden. Es ist möglich, dass in der Maus die IC/Snrpn Transkripte 
die Rolle des AS-SRO übernehmen und als cis-agierendes Element fungieren (Mapendano et 
al., 2006). Die murinen IC/Snrpn Transkripte werden im Gehirn (speziell in den Neuronen) 
und im Ovar (speziell in den Oozyten und den Granulosa Zellen) stark exprimiert, während in 
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anderen Geweben keine Expression nachgewiesen wurde (Mapendano et al., 2006). Es gibt 
jedoch auch Studien, die zeigen, dass es in Mäusen vermutlich ein funktionelles Äquivalent 
zum menschlichen AS-SRO gibt. Es gibt zwei Mausmodelle, bei denen Imprinting Defekte 
nachgewiesen wurden. Eine Insertions/Duplikations Mutation 13 kb stromaufwärts des Snurf-
Snrpn Exon 1 führte nach Transmission durch die weibliche Keimbahn zu einem Verlust der 
Methylierung des maternalen Snurf-Snrpn Promoters, zu einer Aktivierung von Snurf-Snrpn 
und einer reduzierten Expression von Ube3a. Auch eine Deletion, die sich über den Bereich 
80 kb stromaufwärts der ersten Mutation erstreckt, verursachte einen ähnlichen Imprinting 
Defekt mit variabler Penetranz (Wu et al., 2006). 
Falls TIEG1 eine Rolle beim maternalen Imprinting spielt ist zu vermuten, dass TIEG1 mit 
einem Oozyten-spezifischen Faktor interagiert, da TIEG1 in vielen verschiedenen Geweben 
exprimiert wird. Um einen solchen Faktor zu identifizieren, habe ich einen Yeast-Two-Hybrid 
Screen durchgeführt. Die Expressionsdaten über die gefundenen Proteine aus dem Yeast-
Two-Hybrid Screen zeigten in elektronischen Northern-Blots 
(http://symatlas.gnf.org/SymAtlas) und in Publikationen für keinen der identifizierten 
Bindepartner eine Oozyten-spezifische Expression. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit 
zunächst auf eine Verifizierung der Yeast-Two-Hybrid Daten und auf eine weitere Analyse 
der potentiellen TIEG1 Bindepartner verzichtet. Es sind jedoch weiterführende Analysen 
notwendig, um herauszufinden, ob einer der identifizierten Bindepartner ein guter Kandidat 
für einen Oozyten-spezifischen Faktor darstellt. Ein Hinweis darauf, dass der Yeast-Two-
Hybrid Screen gut funktioniert hat, ist die Tatsache, dass ich einen schon bekannten 
Interaktionspartner von TIEG1, nämlich SIAH1, gefunden habe  (Johnsen et al., 2002a). Für 
SIAH1 konnte ich fünf Klone identifizieren, von denen drei Klone für unterschiedliche 
Bereiche des Gens kodieren. 
Die Experimente lieferten keine Hinweise, dass TIEG1 tatsächlich als maternaler Imprinting 
Faktor wirkt und das oben vorgeschlagene Modell richtig ist. Trotzdem ist eine Rolle von 
TIEG1 als maternaler Imprinting Faktor nicht ausgeschlossen. Die Expression von TIEG1 
wird durch TGFß (Transforming Growth Factor β) induziert (Subramaniam et al., 1998). 
Ingman et al. (2006) zeigten, dass die Entwicklung der Nachkommen von weiblichen TGFβ1 
Knock-Out Mäusen im Morula Stadium zum Stillstand kommt. Sie vermuten, dass die 
Oozyten dieser Mäuse in ihrer Entwicklung gestört sind und es dadurch zu einem Abbruch 
der Embryoentwicklung kommt. Auch Fried und Wramsby (1998) konnten zeigen, dass 
TGFß1 möglicherweise bei der Follikel- und Oozytenreifung eine Rolle spielt und wichtig ist 
für die erfolgreiche Embryoentwicklung. 
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4.3 Methylierungsanalyse der Upstream Exons von SNURF-SNRPN 
 
Die IC/SNRPN-Transkripte überspannen die IC-Region und werden von zwei alternativen 5´ 
Startexons transkribiert (u1A und u1B), die eine hohe Sequenzähnlichkeit zueinander und zu 
einer weiteren verwandten Sequenz (u1D) weiter proximal aufweisen (Dittrich et al., 1996; 
Färber et al., 1999). Die Transkripte werden, wie das SNURF-SNRPN Gen, elternspezifisch 
von dem paternalen Chromosom 15 exprimiert. 
 
Die von mir durchgeführte Methylierungsanalyse von neun CpGs in der u1B-Region zeigte, 
dass eine allelspezifische Methylierung vorliegt. Das maternale Chromosom ist 
hypermethyliert, was durch die Analyse eines Patienten mit PWS und einer de novo Deletion 
des Bereichs 15q11-q13, der für diesen Bereich nur die maternale Kopie besitzt, gezeigt 
werden konnte. Bei einem Patienten mit AS, der nur die paternale Kopie besitzt, ist dasselbe 
DNA Segment fast komplett unmethyliert. Das Methylierungsmuster ähnelt somit eher dem 
der SNURF-SNRPN  Promoter/Exon 1 Region als dem der u1A-Region. Die SNURF-SNRPN 
Promoter/Exon 1 Region ist auf dem maternalen Chromosom nahezu komplett methyliert und 
auf dem paternalen Chromosom nahezu komplett unmethyliert. Im Gegensatz dazu ist in der 
u1A-Region das maternale Chromosom zwischen 45 und 70% methyliert und das paternale 
Chromosom zwischen 5 und 14% (Zeschnigk et al., 1997a). Somit ist auch die u1B-Region, 
genauso wie die bislang in der Routinediagnostik genutzte SNURF-SNRPN Promoter/Exon 1 
Region (Zeschnigk et al., 1997b) für Methylierungsanalysen in der PWS bzw. AS Diagnostik 
geeignet. Es ist jedoch zu beachten, dass die drei CfoI-Restriktionsschnittstellen in den 
einzelnen Klonen nicht immer ein durchgängiges Methylierungsmuster aufweisen. Bei 
Diagnostikmethoden, bei denen methylierungssensitive Restriktionsenzyme genutzt werden, 
wie z. B. der MS-MLPA (methylation-specific multiplex ligation-dependent probe 
amplification) (Procter et al., 2006), kann dies zu verfälschten Ergebnissen führen. Bei einem 
solchen Test reicht es aus, wenn eine CfoI-Restriktionsschnittstelle unmethyliert ist, damit das 
Restriktionsenzym schneidet. Somit kann man zu der falschen Schlussfolgerung kommen, 
dass an diesem Locus eine Hypomethylierung vorliegt. 
Bei der Analyse der Kontrollpersonen fiel auf, dass es mehr unmethylierte als methylierte 
Klone gibt. Bei Klonierungen von bisulfitbehandelter DNA ist schon häufiger beobachtet 
worden, dass es zu einer Verschiebung in Richtung unmethylierte bzw. methylierte Klone 
kommt. Dies ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, dass es PCR- und Klonierungsvorteile 
für methylierte bzw. unmethylierte Klone gibt. 
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Für eine quantitative Untersuchung der u1B-Region habe ich eine SNaPshot Analyse 
etabliert. Diese zeigte, dass der Methylierungsgrad der Normalpersonen um die 50% bzw. 
leicht darunter liegt. Bei Patienten mit PWS und einer Deletion des Bereichs 15q11-q13 liegt 
der Grad der Methylierung zwischen 91% und 95%, bei Patienten mit AS und einer Deletion 
liegt der Methylierungsgrad zwischen 0% und 10%. Die SNaPshot Ergebnisse spiegeln sich 
auch in den Klonen wieder. Bei dem Patienten mit PWS, der in der SNaPshot-Analyse eine 
Methylierung von 92% aufweist ist das Cytosin des CpG 1, das bei der SNaPshot-Analyse 
untersucht worden ist, nicht immer komplett methyliert. Bei dem Patienten mit AS der in der 
SNaPshot-Analyse einen Methylierungsgrad von 0% zeigt, ist das Cytosin des CpG 1 bis auf 
einen Klon vollständig unmethyliert. Die Tatsache, dass man bei der SNaPshot-Analyse auch 
Werte bis 10% Methylierung erhält, lässt sich dadurch erklären, dass es zwischen 
verschiedenen Individuen auch kleine individuelle Unterschiede in der Methylierung gibt. 
 
Bisher konnte keine Expression von u1D nachgewiesen werden (Färber et al., 1999). Wie in 
dieser Arbeit gezeigt wurde, ist die u1D-Region nicht allelspezifisch methyliert. Es ist 
möglich, dass u1D durch eine Duplikation von u1A oder u1B entstanden ist und eine 
funktionelle Bedeutung verloren hat. Infolgedessen ist es möglich, dass auch eine 
differentielle Methylierung verloren gegangen ist. 
 
Southern-Blot Analysen an jeweils zwei Patienten mit PWS bzw. AS und einer de novo 
Deletion im Bereich 15q11-q13 zeigten, dass die u1D-CfoI-Restriktionsschnittstelle im 
Gegensatz zu allen anderen differentiell methylierten Regionen in 15q11-q13 ein 
entgegengesetztes Metylierungsmuster aufweist. Sie ist auf dem maternalen Chromosom 
tendenziell unmethyliert und auf dem paternalen Chromosom tendenziell methyliert (Färber et 
al., 1999). Die von mir durchgeführten SNaPshot-Analysen von jeweils drei Patienten mit 
PWS bzw. AS und einer Deletion zeigten nicht so ein klares Methylierungsmuster wie die 
Southern-Blot Analysen. Der Grad der Methylierung bei Normalpersonen schwankt zwischen 
48% und 63%. Patienten mit AS sind zwar leicht hypermethyliert, jedoch erreicht die 
Methylierung nur Werte zwischen 73% und 80%. Patienten mit PWS zeigten eine 
interindividuelle Variabilität bezüglich des Methylierungsmusters. Während zwei Patienten 
ein normales Methylierungsmuster zeigten, war ein Patient hypomethyliert (34%). Ein Beweis 
dafür, dass die SNaPshot-Analyse funktioniert hat, ist, dass die Eichkurve, die mittels Klonen 
hergestellt wurde, gute Werte liefert. Der Grund für die interindividuelle Variabilität ist 
unklar. 
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5. Zusammenfassung 
 
Bei einer kleinen Gruppe von Patienten mit Prader-Willi-Syndrom (PWS) und Angelman-
Syndrom (AS) wird die Inaktivierung der geprägten Gene in der chromosomalen Region 
15q11-q13 durch einen Imprinting Defekt (ID) verursacht. Die Patienten haben scheinbar 
normale Chromosomen 15 biparentaler Herkunft, jedoch weist das paternale Chromosom bei 
Patienten mit PWS eine maternale Prägung auf, wohingegen das maternale Chromosom bei 
Patienten mit AS eine paternale Prägung aufweist. In der Mehrzahl der Patienten mit einem 
ID ist der Imprintingfehler eine primäre Epimutation, die spontan in der Abwesenheit von 
DNA Sequenzveränderungen auftritt. 
Die spontane Epimutationsrate kann aber möglicherweise durch Cis- und Trans-Faktoren 
erhöht werden. Ich konnte in meiner Arbeit zeigen, dass der Haplotyp H-AS3 des AS-SRO 
vermutlich mit einem erhöhten Risiko für einen Imprinting Defekt auf dem maternalen 
Chromosom assoziiert ist. Weiterhin konnte ich zwei Polymorphismen identifizieren, auf die 
das erhöhte Risiko zurückzuführen ist. 
In einer Studie von Müttern mit Kindern mit AS und einem Imprinting Defekt konnte ich 
zeigen, dass eine Homozygotie für die 677C>T Variante des 5,10-Methylentetrahydrofolat 
Reduktase (MTHFR) Gens das Risiko für einen maternalen Imprinting Defekt vermutlich 
erhöht. 
Der AS-SRO interagiert möglicherweise mit dem PWS-SRO, um den mütterlichen Imprint in 
der weiblichen Keimbahn zu etablieren. An diesem Vorgang sind vermutlich Trans-Faktoren 
beteiligt, die an den AS-SRO und den PWS-SRO binden. Ich konnte mittels EMSA 
nachweisen, dass TIEG1 (TGFβ-inducible early gene 1) an den AS-SRO bindet und die 
Bindestelle eingrenzen. Bislang gibt es aber keine funktionellen Daten, die eine Beteiligung 
von TIEG1 beweisen. 
Das Imprinting Center wird von alternativen Transkripten des SNURF-SNRPN Gens 
überspannt, die ausgehend von zwei alternativen Startexons (u1A und u1B) exprimiert 
werden. Diese beiden Exons zeigen eine hohe Sequenzähnlichkeit zueinander und zu einer 
weiteren Sequenz (u1D). In meiner Analyse von u1B und u1D stellte sich heraus, dass CpG-
Dinukleotide in der u1B-Region elternspezifisch methyliert sind. Sie liegen auf dem 
maternalen Allel methyliert und auf dem paternalen Allel unmethyliert vor. Für die u1D-
Region hingegen konnte keine elternspezifische Methylierung nachgewiesen werden. 
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Primer für die Amplifizierung des AS-SRO und für die SNP Genotypisierung von P1, P2, P3, 
P4, P5 und P6 
 
IC16    GCTCAAGCCGTGTTCATTTT 
MOP3    TTGGCTTCCTTTATATGAAC 
 
 
Primer für die Amplifizierung des PWS-SRO und für die SNP Genotypisierung von P10 
 
SNRPNi1F   GGTGCAGTGGTAAGGAGAGG 
SNRPNi1R   AAAGCAGTAGCCCAGTGCAG 
 
 
Primer und Sonden für die SNP Genotypisierung von P7, P8 und P9 
 
P7: 
Primer -F  GTTTTGTTTATTCTTAACTGTATGTATTTTTTTGTCTTTTCC 
Primer-R  GAACACCATCAATAAAAATTAAGAAGCTGGAA 
Sonde-VIC  CATTTTCTGTATTTATCC 
Sonde-FAM  ATTTTCTGTGTTTATCC 
 
P8: 
Primer-F  ATTGATTGTGGTTATGGCGCATTT 
Primer-R  CTCACCCTCAGGTCTTCCTATGT 
Sonde-VIC  CCAGCTTTTTTGTACCGC 
Sonde-FAM  CAGCTTTTTCGTACCGC 
 
P9: 
Primer-F  GGTGGGCATGGCATGGA 
Primer-R  AGCAATCATTCAGCGTCCCTTAG 
Sonde-VIC  TCACTCCGGACAGCG 
Sonde-FAM  CACTCCAGACAGCG 
 
 
Assay-on-Demand für die Genotypisierung der 677 C>T Mutation im MTHFR Gen: 
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Oligonukleotide für die EMSA Experimente 
 
ON-1 sense GTTTCTAATTCTCAGGGTTTGGTTTGCGGC 
ON-1 antisense GCCGCAAACCAAACCCTGAGAATTAGAAAC 
ON-2 sense GGTTTGGTTTGCGGCAGAAGAATCTGCATT 
ON-2 antisense AATGCAGATTCTTCTGCCGCAAACCAAACC 
ON-3 sense AGAAGAATCTGCATTTCGAACAAGTGCCAG 
ON-3 antisense CTGGCACTTGTTCGAAATGCAGATTCTTCT 
ON-4 sense TCGAACAAGTGCCAGGACTGGTCTGAGGAA 
ON-4 antisense TTCCTCAGACCAGTCCTGGCACTTGTTCGA 
ON-5 sense GACTGGTCTGAGGAACACACGTTGAGAGAG 
ON-5 antisense CTCTCTCAACGTGTGTTCCTCAGACCAGTC 
ON-6 sense CACACGTTGAGAGAGGTGGGATTCGGGTTC 
ON-6 antisense GAACCCGAATCCCACCTCTCTCAACGTGTG 
ON-7 sense GTGGGATTCGGGTTCACTAACCTGGGTTAG 
ON-7 antisense CTAACCCAGGTTAGTGAACCCGAATCCCAC 
ON-8 sense ACTAACCTGGGTTAGAGAAAATTACAGTAA 
ON-8 antisense TTACTGTAATTTTCTCTAACCCAGGTTAGT 
ON-9 sense AGAAAATTACAGTAATGTGCCAAATCTGAG 
ON-9 antisense CTCAGATTTGGCACATTACTGTAATTTTCT 
ON-10 sense TGTGCCAAATCTGAGGAGGGAGCAGAGCTG 
ON-10 antisense CAGCTCTGCTCCCTCCTCAGATTTGGCACA 
ON-11 sense GAGGGAGCAGAGCTGAAGCCCAGTTTCAAT 
ON-11 antisense ATTGAAACTGGGCTTCAGCTCTGCTCCCTC 
ON-12 sense AAGCCCAGTTTCAATATGTGAATGAGTGCT 
ON-12 antisense AGCACTCATTCACATATTGAAACTGGGCTT 
ON-13 sense ATGTGAATGAGTGCTTTATACACTCAA 
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ON-6.1 sense CACACGAAAAGAGAGGTGGGATTCGGGTTC 
ON-6.1 antisense GAACCCGAATCCCACCTCTCTTTTCGTGTG 
ON-6.2 sense CACACGTTGTACGAGGTGGGATTCGGGTTC 
ON-6.2 antisense GAACCCGAATCCCACCTCGTACAACGTGTG 
ON-6.3 sense CACACGTTGAGAATAGTGGGATTCGGGTTC 
ON-6.3 antisense GAACCCGAATCCCACTATTCTCAACGTGTG 
ON-6.4 sense CACACGTTGAGAGAGTACGGATTCGGGTTC 
ON-6.4 antisense GAACCCGAATCCGTACTCTCTCAACGTGTG 
ON-6.5 sense CACACGTTGAGAGAGGTGTTTTTCGGGTTC 
ON-6.5 antisense GAACCCGAAAAACACCTCTCTCAACGTGTG 
ON-6.6 sense CACACGTTGAGAGAGGTGGGAAACGGGTTC 
ON-6.6 antisense GAACCCGTTTCCCACCTCTCTCAACGTGTG 
 
 
Primer zur Amplifizierung der cDNA von TIEG1 und anschließender Insertion in den Vektor 
pcDNA3 für die EMSA Experimente 
 
TIEG1-EMSA-F  CTCGAGATGCTCAACTTCGGTGCC 
TIEG1-EMSA-R  TCTAGACGTGTCACTGTGTGGGAGC 
 
 
Primer für die Konstrukte für die Luciferase Assays 
 
TIEG1-F   ATGCTCAACTTCGGTGCCTCTC 
TIEG1-R   CTGTCACTGTGTGGGAGCAG 
 
AS2´-F   ACGCGTGTGGGATTCGGGTTC 
AS2-F    ACGCGTGTTTCTAATTCTCAGGGTT 
AS2´-R/AS2-R  CTCGAGGGTTTGAGTGTATAAAGCAC 
AS2´ext-R/AS2-R  CTCGAGGAGGCAATTTGGTCCAG 
 
E2-F    AGATCTCGTAAGGCGTGGGAAT 
E2-R    AAGCTTCCTTGCAGGACGCAG 
 
ACE2-F   GGTACCCCGGTTTTGATTTGGCC 
ACE2-R   AAGCTTCGTCCCCTGTGAGC 
 
 
Primer zur Amplifizierung der cDNA von TIEG1 und anschließender Insertion in den Vektor 
pGBKT7 für den Yeast-Two-Hybrid Screen 
 
TIEG1-YTH-F  GGAATTCATGCTCAACTTCGGTGCCTCTC 
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Primer für die Sequenzierung der Klone des Yeast-Two-Hybrid Screens 
 
GAL4 AD   TACCACTACAATGGATG 
 
 
Primer für die Amplifizierung der u1B-Region 
 
u1B-RC-bis-F   TTTAGAGAGAGGGTAGGGGGTAGT 
u1B-RC-bis-R  CAACAACAACCAAAAATAACAAAAA 
 
 
Primer für die Amplifizierung der u1D-Region 
 
u1D-bis-F   TTGTGTGTTTTTTGTGTAAGTGTAGTT 
u1D-bis-R   CCAAAAAAATCTAAAACTATTAAAC 
 
 
Primer für die Amplifizierung der Region um die u1D-CfoI-Schnittstelle für die Klonierung 
 
u1D-F1   GTGAGTAGATATATTGTTAATTATAGG 
u1D-R1   CCCAATCCTATACCTAAAAAAACAAAACTCC 
u1D-F2   GGTTTTATAGTATTAGTGATGG 
u1D-R2   CCTAAAAAAACAAAACTCCTACC 
 
 
Primer für die Amplifizierung der Region um die u1D-CfoI-Schnittstelle für die SNaPshot-
Analyse 
 
u1D-CfoI-bis-F  TTGTTGTTGTTATGTTGGTTATTGT 
u1D-CfoI-bis-R  TAAAACCCTCTTTACATACCCTTTC 
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